UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO

DEPARTAMENTO DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL
POSGRADO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA AGROALIMENTARIA

DINAMICA MICROBIANA Y DE BIOACTIVIDADES DURANTE LA
MADURACION DEL QUESO CREMA DE CHIAPAS.

TESIS
Que como requisito parcial para obtener el grado de:
DOCTOR EN
CIENCIAS AGROALIMENTARIAS
Presenta:
BLANCA NAYELLI OCAMPO MORALES
Bajo la supervision de:

Arturo Hernandez Montes, PhD.

COORMNACTON GENERAL
DE ESTUIKIS iE POSGRATD

APROBADA
Bl

Chapingo, Estado de México, junio de 2024




DINAMICA MICROBIANA Y DE BIOACTIVIDADES DURANTE LA
MADURACION DEL QUESO CREMA DE CHIAPAS.

Tesis realizada por Blanca Nayelli Ocampo Morales bajo la supervision del
Comité Asesor indicado, aprobada por el mismo y aceptada como requisito
parcial para obtener el grado de:

DOCTOR EN CIENCIAS AGROALIMENTARIAS

DIRECTOR:

O

CO-DIRECTOR:

ASESOR:

PhD. ARTURO HERN NDEZ MONTES

ASESOR:

I
DRA. ERNESTIIQA VALADEZ MOCTEZUMA

T T

LECTOR
EXTERNO:

DRA. VERENICE TORRES SALAS

o

T <
DR. KAREL JOHAN ESTRADA GUERRA



INDICE GENERAL

LISTA DE CUADROS ...ttt e e e e e e enneeeaeens vii
DEDICATORIAS ...ttt e e e e e e e anneeeeeens Xii
AGRADECIMIENTOS ...t Xiii
DATOS BIOGRAFICOS........cooeieeeeeeeeeeeeeeeee e, XV
RESUMEN GENERAL ...ttt e e e Xvi
GENERAL ABSTRACT ...ttt e e e e e e e e e e e aneeeeeeeennees XVii
1. INTRODUCCION GENERAL ........coiuieieeteeeeeeeeeeeeeeee e 1
1.1. ODJEtiVO GENEIAL.......cieeeeeeeeee e 2
1.2. ODbjetivOS €SPECITICOS ....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 2
G TR o 70T (=TI PP 3
1.4. Organizacion de 12 teSIS...........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiii 3
1.5. Literatura Citada ...............uuuimiiiiiiiiiiiiiii 4
2.REVISION DE LITERATURA . ......ooooiieeeeeeeeeeeee e, 6
2.1. Queso Crema de Chi@pas .........uueeeueuuuuiiiiiiiiiiieiieiieeiiieeaeeeneeenenaennneeennnnnnee 6
2.2. Panorama general de la metagenomicCa ...............ueueeeeeieeiiiiiiiiniiiiiiiiinennnns 7
2.2.1. Metagendmica en alimentos ... 7
2.2.2. Metagendmica dirigida y no dirigida ... 7
2.2.3. MetagenOmiCa €N QUESO ......cceeeeeiiiiiiiee e eeeeeeeieee e e e e eeeeean e 15
2.2.4. Flujo de trabajo metagendmico para qUESO..........ccceeeeeeeeeiiiiiniineennn. 16
2.2.4.1. Extraccion de ADN ... 16
2.2.4.2. Amplificacién por PCR y preparacién de librerias............ccccc......... 20
2.3. Péptidos bioactivos €N QUESO .......vieeiiiieiiiiiiee e 21
2.3.1. Perspectiva general de péptidos antimicrobianos.................c........... 24
2.3.1.1. Aspectos generales de la resistencia antimicrobiana .................... 24
2.3.1.2. Caracteristicas de péptidos antimicrobianos ............ccccccoeeeee. 25
2.3.1.4. Péptidos antimicrobian0s €N qUESO .........cccevvvueiieeeiiiiieeeeeeeee e, 28



2.4. Actividad antiinflamatoria de péptidos de productos lacteos................... 29

2.5. Metabolomica para la determinacion de acidos grasos en alimentos. .... 34
2.6. Identificacion de compuestos en alimentos con RMN.......................... 39
2.7. Literatura Citada .........ccooee e 40
3. CAMBIOS EN EL MICROBIOMA DEL QUESO CREMA DE CHIAPAS
DURANTE LA MADURACION. .....uiiiiiiiiiiiiiieieiiieieiieieeieeeeeeeeeeeeennsnsannnsnnnnnnnnnne 57
3.1 RESUMEN ..t e e e e e e ettt e e e e e e eeeeeees 57
3.2, ADSEIACE. ... eaeea 58
3.3, INtrOAUCCION ... e e e 59
3.4. Materiales y metodologia.........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 61
3.4.1. Obtencion de muestras de queso Crema de Chiapas ...................... 61
3.4.2. Analisis fisicoquimico de queso Crema de Chiapas ...............ccc....... 62
3.4.3. Analisis MicrobiolOQICO ........cccuuiiiiiiiiiii e 62
3.4.4. EXtracCion de ADN ........eiiii e 62
3.5. Analisis estadiStiCO ......cccceiiiiiiieee s 63
3.5.1. Analisis estadistico fisicoquimico y microbiol0gico...............ccceeene. 63
3.5.2. Analisis bioinformatico de metagendmica.............ccccoeeeeeeeeeeieeeeeeen. 63
3.6. Resultados ¥ diSCUSION ......ccooiiiiiiiiiee e 64
3.6.1. Analisis fisicoquimico del queso Crema de Chiapas ............ccc......... 64
3.6.2. Analisis microbiolégico del queso Crema de Chiapas ..........cc.......... 66
3.6.3. MetagenOmiCa ........ccoooeiiiiiiiee 68
3.6.3.1. Dinamica bacteriana en queso Crema de Chiapas durante la
(g F=To LU =T T o S 68
3.6.3.2.Dinamica de hongos y levaduras en queso Crema de Chiapas ..... 75
X A ©7o ] g Tod (17T 1T 82
3.8. Literatura Citada .............oiiii i 82
4. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y ANTIINFLAMATORIA EN EXTRACTOS
DE QUESO CREMA DE CHIAPAS. ..o 97
g I =TT U o =T o 97
4.2, ADSIIACT. ... 98
T2 3G TR 0] (o o 11 [o o3 T o 99



4.4. Materiales Yy MEtOdOS.........oovuviiiiei e 100

4.4.1. Actividades bIiolOgICas. ..........uuuuuumiiiiiiiiiiiiiiii 100
4.4.1.1. Obtencion de extractos...........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 100
4.4.1.2. Actividad antiinflamatoria............cccccoeiiiii 101
4.4.1.3. Actividad antimicrobiana............ccccccciiiiii 102

4.5. Analisis eStadiStiCO .............uuuiiuuiiiiiiiiii 103

4.6. Resultados ¥ diSCUSION .......c.uuiiiiiiiiiee e 104
4.6.1. Actividad antimicrobiana de extractos de queso Crema de Chiapas
para Listeria innocua ATCC3309.........cooviiiiiiiiiiee e 104
4.6.2. Actividad antimicrobiana de extractos acuosos contra Escherichia coli
S 1S 105
4.6.3. Actividad antimicrobiana de extractos acuosos contra Micrococcus
Juteus CDBBBI0T8......co et 106
4.6.4. Comparacion entre queserias de la actividad microbiana del queso
crema de ChiApas.........cooiiiiiiiiiiee e 107

4.7. Andlisis de datos de actividad antiinflamatoria ...............ccccccceis 108

4.8. CONCIUSIONES .....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii s ssssnnsnnnnnes 111

4.9. Literatura Citada ..............uuuummiiiiiiiiiii e 111

5. METABOLOMICA BASADA EN RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
QUESOS CREMA DE CHIAPAS. ... 119

5.1 RESUMEN .o 119

5.2, ADSTraCt......cooiiiiiiiiie 120

5.3 INTrOAUCCION ...t 121

5.4. Materiales Y METOUOS........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 122
5.4.1. Obtencion de extractos ... 122
5.4.2. Adquisicion TH-NMR ..........c.coiiiiiiiieiiecee e 123
5.4.3. Analisis estadiStiCO ............cooieiiieiiiee 124

5.5. Resultados Yy diSCUSION .......ccoeviiiiiiiiiiie e 124
5.5.1. RMN para separar muestras por tiempo de maduracion................. 124

5.5.2. Resonancia magnética nuclear para separar muestras por queseria
.................................................................................................................. 133



5.8, CONCIUSIONES ... e 138
BT . Literatura Citada ... ...oeeeeeeeee e 139

6. METABOLOMICA NO DIRIGIDA DE INFRARROJO CERCANO CON
ANALISIS ESTADISTICO MULTIVARIANTE NO SUPERVISADO Y

SUPERVISADO DE PERFILES DE ACIDOS GRASOS EN QUESOS.......... 143
LGt I (=TT U =T o N 143
6.2, ADSIIACT. .....eeiiiiiiiie e 144
6.3, INrOAUCCION ... eennnnee 145
6.4. Materiales Y METOAOS.........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiieii e 149

6.4.1. Quesos y materiales ... 149
6.4.2. Detalles de la adquisicién de la absorbanciaen el NIR.................. 150
6.4.3. Analisis estadiStiCo ............coooeiiiiiiii 151
6.5. Resultados y diSCUSION .......ccouuiiiiiic e 151
6.6. CONCIUSIONES ...t 172
6.7. Literatura Citada ..............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 173
7. CONCLUSIONES GENERALES ...t 178
8. ANEXOS ..t e e e e e e enees 180

vi



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Metagendmica de escopeta en productos lacteos......................... 13
Cuadro 2.Quesos de diferentes paises donde se realizd el analisis
(L= = To 1= o o T3 T J 17
Cuadro 3. Actividad antimicrobiana en qQUESOS...........ccccviiiiiiiiiiiiiieee, 31
Cuadro 4. Estudios con NIR para la deteccion de acidos grasos en diferentes
matrices alimentarias. ... 36
Cuadro 5. Analisis fisicoquimico de queso Crema de Chiapas..................... 66

Cuadro 6.Comparaciones multiples por pares para las actividades
antimicrobianas en extractos de queso para L. innocua ATCC3309 a diferentes
tiempos de MaduracCion. .........ooiiiii e 105

Cuadro 7.Comparaciones multiples por pares para las actividades
antimicrobianas en extractos de queso para M. luteus CDBBB1018 a diferentes
tiempos de MaduracCion. ... ... 106

Cuadro 8. Prueba de Mann-Whitney para actividad antimicrobiana para Listeria
innocua ATCC3309 entre QUESEIaSs. ......couiuiiiiiii e 107

Cuadro 9. Prueba de Mann-Whitney para actividad antimicrobiana para
Escherichia coli K12 entre QUESErias. .........ccviiii i, 108

Cuadro 10. Prueba de Mann-Whitney para actividad antimicrobiana para
encontrar diferencia antimicrobiana entre los extractos de queso entre queseria

cuando se adiciona Micrococcus luteus CDBBB1018.............ccoviiieinnnn.. 108
Cuadro 11. Comparaciones multiples por pares de la actividad antiinflamatoria a
diferentes tiempos de maduracién del Queso Crema de Chiapas................ 109
Cuadro 12. Prueba de Mann-Whitney para actividad antiinflamatoria entre
Lo U TS ST=T o = 1 110
Cuadro 13. Sefiales de vibraciones de acidos grasos.............ccccovevviennnn.. 152

vii


about:blank
about:blank
about:blank
about:blank

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Localizacion del gen 16S en el ribosoma procarionte...................... 9
Figura 2. Localizacion de los ITSs en hongos y levaduras (Pfister & Kihl, 2018;
Fathy et al., 2023)........uii e 11
Figura 3. Metagendmica de escopeta (Clark & Pazdernik, 2013).................. 12

Figura 4. Diagrama de flujo de la secuenciacién por sintesis (llumina, 2010)...22
Figura 5. a) Modelo de duela de barril, b) Modelo de poro toroidal, c) Modelo de
alfombra (Zhang et al., 2021)........oii i 28
Figura 6. El factor de necrosis tumoral a (TNF-a) estimula a las células del
carcinoma gastrico y a las células mesoteliales peritoneales para secretar
metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9), que promueve la invasion de células
cancerosas (Agren & Auf Dem Keller, 2020)..............ccoevuneeiiieeiieeeieeeenn. 30
Figura 7. Conteo de bacterias mesofilas en queso Crema de Chiapas en tres
tiempos de maduracion (T1 =2, T2 =29y T3 = 58 d). Letras iguales indican que
no hay diferencia estadistica significativa (p>0.05).............cccooiiiiiiiiiiinn. . 67
Figura 8. Grafica de diversidad alfa con los indices de Chao1, Shannon vy
Simpson en tres tiempos de maduracion (T1=2,T2=29y T3 =58 d) con el gen

110G 15 7 69
Figura 9. Abundancia relativa de bacterias en queso Crema de Chiapas durante
la maduracion (T1=2,T2=29y T3 =58d)...cccciiriiiiiiiiiiiii e, 71

Figura 10. Diagrama de Venn que muestra el numero de OTU especificas y
comunes (OTU 102) entre tres tiempos de maduracién de queso Crema de
Chiapas de leche cruda de vaca construido con las secuencias sin aplicar un
parametro de seleccion para OTUS que se encuentran en poca abundancia...75
Figura 11. Grafica de diversidad alfa expresada en indices, Chao, Shannon y
Simpson para tres tiempos de maduracion (T1, T2 y T3) del queso Crema de

Chiapas con laregion ITS. ... ..o e, 77
Figura 12. Abundancia relativa de hongos y levaduras de queso Crema de
Chiapas en la maduracion...........c..oooiiiiiii 80

Figura 13. Diagrama de Venn que muestra el numero de OTUs especificas y
comunes (OTU 30) entre tres tiempos de maduracién de queso Crema de
Chiapas de leche cruda de vaca construido por los OTUs crudos sin aplicar un
parametro de SeIeCCION. ... ..o 81
Figura 14. Proyecciones de componente principal no supervisado en la matriz
seleccionando todas las regiones (A) y matriz donde se selecciond la region
aromatica (B). Biplots de la matriz de datos sin seleccidn de regiones (C) y matriz
donde se selecciond la region aromatica (D).........ccccevveeeeiiiiiiiiieeeeeeeee e 125
Figura 15. Proyecciones de PLS-DA ( A ) de la matriz donde se seleccionaron
las sefiales dentro de todo el rango de desplazamientos quimicos (6'H) y PLS-
DA (B ) obtenida de la matriz donde se selecciond la regiébn aromatica.
Coeficientes R?X, R?Y y Q? observados y con validacion cruzada para PLS-DA(C
Y D, respectivamente)........cooo i 127

viii



Figura 16. Grafica de proyeccion VIP obtenida por PLS-DA obtenida por la matriz
donde se seleccionaron las sefiales dentro de todo el rango de desplazamientos
quimicos (6'H). Los recuadros coloreados de la derecha indican las
concentraciones relativas del metabolito...................o 128
Figura 17. Grafica de proyeccién VIP obtenida por PLS-DA a partir de la regién
aromatica. Los recuadros coloreados de la derecha indican las concentraciones
relativas del metabolito. En la izquierda se observan desplazamientos quimicos

B COMPUESIOS . ..ttt 130
Figura 18. Diagrama de arbol para la matriz de datos completa................. 131
Figura 19. Diagrama de arbol para la region aromatica............................ 132

Figura 20. Diagrama de calor para la matriz de datos completa para extractos de
queso Crema de Chiapas durante tres tiempos de maduracioén (sefalar tiempos

y queserias, en general, las figuras deben sr autoexplicativas)................... 134
Figura 21. Diagrama de calor para la region aromatica de extractos de queso
Crema de Chiapas. .. ..o.viuiiii e 135

Figura 22. Grafica OPLS-DA de la matriz donde se utilizé la region completa (A),
grafica OPLS-DA construida a partir de la matriz donde se seleccioné la region
aromatica (B). Para OPLS-DA, un analisis de permutacion entre un componente
predictivo (p1) y cuatro componentes ortogonales (01, 02, 03 y 04) produjo los
coeficientes R?X, R?Y y Q? observados y con validacion cruzada (C y D)....... 136
Figura 23. Grafica de proyeccion 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...................... 137
Figura 24. Grafica de proyeccion VIP obtenida por PLS-DA originada a partir de
la matriz con la region aromatica. Los recuadros coloreados de la derecha indican

las concentraciones relativas del metabolito.....................co 138
Figura 25. A) Espectros de infrarrojo cercano de patrones de acidos grasos S1 a
S7. B) Espectros infrarrojo cercano de los quesos Q1 a Q12.......cccevvvvininennn. 153

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)...........cocoiiiiiiiiiiiiiiiii 155

Figura 27. Espectros post-procesados de absorbancia NIR de primera derivada
adquiridos por triplicado, del conjunto completo de quesos analizados,
denominado "matrizde datos NIR B".........coiiiii e, 158

Figura 28. Espectros de absorbancia de rangos NIR seleccionados por primera
derivada, adquiridos por triplicado, del conjunto completo de quesos analizados,
denominado "matrizde datos NIR C"..... ..., 159

Figura 29. NIR de los estandares de acidos grasos S1 a Sz (A) datos de
absorbancia brutos. (B) Espectros NIR de primera derivada post-procesados y
(C) post-procesado primera derivada NIR con intervalos seleccionados........ 160

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 analisis
estadistico multivariante. (flechas rojas) y C (flechas verdes) como entradas para
el andlisis estadistico multivariante realizado con el software de analisis de datos



metaboldémicos racionalizado MetaboAnalyst 5.0.(http://www.metaboanalyst.cal/)
...................................................................................................... 161

Figura 31. Graficos de puntuacion del Andlisis de Componentes Principales
(ACP) no supervisado (arriba) y biplots entre los componentes principales 1y 2
(abajo) de cada analisis estadistico multivariante realizado con la matriz de datos
NIR A (izquierda), la matriz de datos B (centro) y la matriz de datos C (derecha).
Los gréaficos de puntuacién Q1-Qi2 de los quesos estan resaltados en azul,
mientras que los graficos de puntuacion S1-S7 de los estandares estan resaltados
L= 0 T o 165

Figura 32. Graficos de puntuacién del analisis discriminante de minimos
cuadrados parciales (PLS-DA) (arriba) y representacion en histograma (abajo) de
la bondad del ajuste del MSA (R?) y la bondad de la prediccién (Q?) de cada
analisis estadistico multivariante realizado con la matriz de datos NIR A
(izquierda), la matriz de datos B (centro) y la matriz de datos C (derecha). Los
graficos de puntuacion Q1-Q12 de quesos estan resaltados en azul, mientras que
los graficos de puntuacion S1-S7 de los estandares estan resaltados en rojo. La
bondad de prediccién (Q? histogramas turquesa) y la bondad del ajuste
matematico (R?, histogramas rosas) se obtuvieron con solo tres componentes
PLS-DA principales, mientras que la contribucion de cada componente se resalta
como 1, 2y 3 conjuntos de histogramas..............ccooiiiiiiiiiiii i 168

Figura 33. Agrupacion jerarquica 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 agrupacion para las mediciones de distancia entre las
=S 1 = T PN 171



DEDICATORIAS

A mi hija Maria del Carmen Diaz Ocampo
que con su amor me ha hecho mejor
persona.

A mis hermanos por llenar mi nifiez de
aventuras.

A mis amigos (Lolita, Martin, Ricardo y
Osiris) por apoyarme
en todas mis locuras.

Xii



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Autbnoma Chapingo, mi Alma Mater, por darme la oportunidad
de vencer mis propias barreras para lograr recibirme, pero por favor inviertan
presupuesto en sus laboratorios. Al Programa de Posgrado en Ciencia y
Tecnologia Agroalimentaria, especificamente al Doctorado en Ciencias

Agroalimentarias.

Al Consejo Nacional de Humanidades Ciencias y Tecnologias (CONAHCYT) por
la beca 2020-000013-01NACF-03858 que me brindo para continuar con mis

estudios de doctorado.

Al Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD), A. C., Hermosillo,
Sonora en especial al Dr. Aarén Fernando Gonzalez Cordova por haberme
apoyado con una beca para realizar mi tesis de licenciatura y posteriormente
graduarme de la maestria poniendo a mi disposicion materiales y equipos de

primer nivel.

Al PhD. Arturo Hernandez Montes por confiar en que llegaria a buen término con
mi trabajo y proporcionarme los reactivos que necesité para mi tesis por compartir
conmigo su experiencia en estadistica y darme sus observaciones de manera

oportuna.

Al PhD. José Enrique Herbert Pucheta profesor investigador del Instituto
Politécnico Nacional por asesorarme sobre el manejo de datos metabolémicos y
de resonancia. Por ayudarme a desarrollar habilidades y reconocer mis

capacidades. Por brindarme su amistad y contagiarme su actitud tan positiva.

A la Dra. Ernestina Valadez Moctezuma por confiar en que podia realizar

metagenomica sin saber nada y asesorarme para poderlo lograr. Por permitirme

xiii



el acceso al laboratorio de biologia molecular de Fitotecnia porque gracias a eso

pude obtener los extractos para la actividad antiinflamatoria y antimicrobiana.

Al Dr. Karel Johan Estrada Guerra del instituto de biotecnologia de la UNAM por
compartir conmigo su amplia experiencia en analisis de datos metagenémicos y

de metatranscriptomica.

Al Dr. Samir Samah por apoyarme en la extraccion de ADN y ARN y capacitarme

en la plataforma Galaxy.

Al Dr. José Isidro Méndez Romero por orientarme con algunas dudas que tenia
sobre la colecta de muestras para metagendmica y por recomendarme algunos
programas para analisis de datos en el sistema operativo Linux. Por su

disposicion para aclararme mis dudas.

Al Dr. José Eleazar Aguilar Toala por darle un mejor enfoque a la actividad

antimicrobiana en mi trabajo y ayudarme con la actividad antiinflamatoria.

A la Dra. Diana Guerra Ramirez por asesorarme para realizar la curva de
Bradford para determinacién de proteina. Por permitirme acceder al laboratorio
de productos naturales para montar la actividad antiinflamatoria y antimicrobiana.

Y por ser un gran ejemplo de persona y de investigadora.

A la Dra. Ofelia Sandoval Castilla por asesorarme con la resiembra de las cepas

con las que trabaje.

Al M.C Armando Santos Moreno por permitirme trabajar en el laboratorio de

lacteos de la Universidad Auténoma Chapingo.

Xiv



DATOS BIOGRAFICOS

Datos personales

Nombre: Blanca Nayelli Ocampo Morales

Fecha de nacimiento: 2 de febrero de 1989

Lugar de nacimiento: Tlanepantla, Estado de México.
CURP: OAMB890202MMCCRLO07

Profesidn: Ingeniero Agroindustrial

Desarrollo académico
Licenciatura: Ingenieria Agroindustrial, Universidad Auténoma Chapingo.

Maestria: Ciencias, Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD),
A. C, Hermosillo, Sonora.

XV



RESUMEN GENERAL

DINAMICA MICROBIANA Y DE BIOACTIVIDADES DURANTE LA
MADURACION DEL QUESO CREMA DE CHIAPAS.

Se determinaron las diferentes modificaciones fisicoquimicas, microbiologicas y
cambios en las actividades antimicrobiana y antiinflamatoria del queso Crema de
Chiapas, en diferentes tiempos de maduracion. Se analizé la dinamica bacteriana
por metagendémica de amplicon mediante la secuenciacion del gen ADNr 16S
para bacterias y de espaciadores transcritos internos (ITS) para hongos y
levaduras. Los géneros mas abundantes de bacterias fueron Lactobacillus,
Lactococcus y Streptococcus, mientras que para hongos fueron Candida
versatilis, Candida etchellsiy Candida tropicalis. Por otro lado, la mayor actividad
antimicrobiana se observdé en los extractos de 47 d. La mayor actividad
antiinflamatoria se obtuvo a los 47 y 81 d de maduracion. Utilizando Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) se lograron identificar desplazamientos quimicos y se
encontro que la region aromatica produjo modelos altamente discriminantes con
respecto a los factores queseria y tiempo de maduracion. Por otro lado, se
construyé un modelo multivariante supervisado altamente discriminante de
quesos de acuerdo a su composicion de acidos grasos utilizando infrarrojo
cercano (NIR). Por lo que, la maduracién enriquece de microorganismos,
compuestos aromaticos y bioactivos al queso, haciéndolo una matriz de interés
funcional en la salud humana.

Palabras clave: queso Crema de Chiapas, metagenémica, actividad
antimicrobiana y antiinflamatoria, RMN, NIR.

Tesis de Doctorado en Ciencias Agroalimentarias, Universidad Auténoma Chapingo

Autor: M.C. Blanca Nayelli Ocampo Morales
Director de tesis: Arturo Hernandez Montes, PhD
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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.INTRODUCCION GENERAL

El queso Crema de Chiapas es elaborado en diferentes lugares del estado de
Chiapas. El proceso de elaboracién favorece la acidez y la textura del queso. Los
microorganismos presentes en el queso pueden provenir de diferentes fuentes
tales como: el ambiente, la alimentacion del ganado, instrumentos de ordenia,
procesamiento y manipulacion 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 metabdlicas como la glucdlisis,
protedlisis y lipdlisis (McSweeney, 2004). Durante la glucdlisis ocurre la
produccion principalmente de acidos organicos que ademas de originar sabores,
funcionan como antimicrobianos (Ahansaz et al., 2023). En la maduracién del
queso, las proteinas 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 metabolémica con Resonancia Magnética Nuclear (RMN) ha
permitido el estudio de mezclas complejas, mediante el uso de estadistica
multivariante, lo que ha generarado modelos discriminantes por origen geografico
en queso Graviera (Ralli & Spyros, 2023), autenticidad en queso Parmigiano
Reggiano (Cavallini et al., 2023), tiempo de maduracién en queso Camembert
(Kharbanda et al., 2023), de acuerdo a su composicion. También se pueden
generar modelos discriminantes con espectroscopia de infrarojo cercano (NIR)
para separar muestras por su composicion de acidos 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-



Castellote et al., 2021) y en quesos (Gonzalez-Martin 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 bioquimicos y seroldgicos para tener un resultado concluyente
(Aladhadh, 2023). Las ciencias dmicas entre las que se halla la metagendémica
de amplicones han contribuido a desentrafar las dinamicas bacterianas de
diferentes tipos de productos fermentados, entre los que se encuentran el yogurt,
el kéfir, vegetales fermentados (Palmnas-Bédard etal., 2023), productos

fermentados arabes lacteos, y no lacteos (Yasir et al., 2023).

La presencia de microorganismos durante la maduracion del queso varia debido
a sus caracteristicas fisicoquimicas, planta de elaboracién, proceso de
elaboracion, tiempo de maduracion etc. Dentro de este contexto se realizé un
estudio metagendmico de amplicon y metabolomico para conocer la dinamica del

queso Crema de Chiapas durante la maduracion.

1.1. Objetivo general
e Determinar la dinamica microbiana y bioactividades, a lo largo de tres

meses, en la maduracién del queso Crema de Chiapas.

1.2. Objetivos especificos

e Identificar bacterias mediante secuenciaciéon de las regiones V3-V4 del
gen ADN 16S, y hongos y levaduras mediante las regiones ITS1- ITS2.

e Determinar la actividad antiinflamatoria y antimicrobiana en extractos
acuosos de Queso Crema de Chiapas por UV-VIS.

e Discriminar extractos de queso, por tiempos de maduracion y queseria, de
acuerdo a la composicion mediante RMN en estado liquido.

e Discriminar muestras de queso por su composicién de acidos grasos por

espectroscopia NIR.



1.3. Hipétesis

e Los microorganismos del queso cambiaran a lo largo del proceso de
maduracion.

e La actividad antimicrobiana y antiinflamatoria del queso Crema de Chiapas
sera diferente a lo largo del tiempo de maduracion.

e La composicion del extracto de queso obtenida por RMN permitira
discriminar extractos de queso por tiempos de maduracion y queseria.

e La composicion de quesos adquirida por NIR permitira separar a los
diferentes tipos de quesos y los métodos supervisados tendran una mejor

discriminacion.

1.4. Organizacion de la tesis

La tesis esta compuesta por seis capitulos. El Capitulo uno corresponde a la
introduccidén general. El Capitulo dos incluye la revision de literatura y esta
integrada por cuatro ejes tematicos que son: técnicas de metagenodmica para
identificacion de microorganismos, en la cual se describen a los péptidos
antimicrobianos y antiinflamatorios y sus principales mecanismos de accion,
posteriormente se discutieron estudios donde se ha utilizado la técnica de NIR
para realizar modelos discriminantes de alimentos basados en su composicion.
Finalmente, se realizd un resumen de estudios donde utilizaron RMN para la

identificacion de compuestos en matrices alimentarias.

El Capitulo tres presenta los resultados obtenidos de la secuenciacion de
bacterias con el gen 16S, y la regién ITS para hongos y levaduras, para tres
tiempos diferentes de maduracion del queso Crema de Chiapas. El Capitulo
cuatro muestra la actividad antimicrobiana y antiinflamatoria del queso Crema de
Chiapas durante tres tiempos de maduraciéon. En el Capitulo cinco se
identificaron desplazamientos quimicos con RMN y se obtuvieron modelos
discriminantes por tiempos de maduracién y queseria. Por ultimo, en el Capitulo
seis se muestra un modelo discriminante para separar a diferentes tipos de queso

por su composicién de acidos grasos.
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2.REVISION 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 caracteristicas
fisicas, quimicas y microbiolégicas del queso (Gonzalez-Cérdova et al., 2016). El
queso se elabora con leche cruda de vaca. Su proceso de elaboracién consiste
en recepcion de la leche, adicidn de cuajo, corte de la cuajada y reposo, escurrido
en bolsas, amasado, salado, moldeado, prensado en moldes rectangulares y
finalmente se envuelve en plastico, papel aluminio y celofan (Gonzalez-Cérdova
et al., 2016). Es un queso que se consume desde una semana de elaboracion y
hasta con mas de tres meses de maduracion (SAGARPA, 2013). El queso Crema
de Chiapas, al ser elaborado con leche cruda, genera desconfianza a las
instituciones de salud publica. 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 queserias localizadas en Tonala, Chiapas y reportaron

bacterias patégenas de E. coliy Salmonella spp.

El crecimiento de patdégenos va a depender del tipo de queso y composicion
fisicoquimica. Quesos blandos y semiblandos tienen mayor riesgo de
contaminacion 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 encontré la disminucién de bacterias patégenas
a lo largo del tiempo de maduracion, debido a la disminucién de la humedad, pH,
cantidad de sal, actividad de agua, condiciones de elaboracién y la interaccion

con las bacterias acido lacticas (McSweeney, 2007; Campagnollo et al., 2018).



Los acidos organicos generados por las bacterias acido lacticas (BAL) inhiben el
crecimiento de bacterias patogenas. El acido lactico es el mas producido por las
BAL (Punia Bangar et al., 2022). Listeria monocytogenes es susceptible al acido
lactico y acido acético en dosis altas, los cuales reducen el pH intracelular de
bacterias patégenas mediante disociacion 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 etal., (2014) analizaron el efecto que tuvieron diferentes
extractos de queso Cheddar sobre la supervivencia de Salmonella
enterica, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenesy Escherichia coli,
encontrando que a lo largo del tiempo de maduracién disminuyo la supervivencia.
Por otro lado, los acidos organicos son efectivos contra bacterias gram negativas

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

2.2. Panorama general de la metagenémica

2.2.1. Metagenémica en alimentos

Chaudhari et al. (2023) definen a la metagendmica como un genoma colectivo
compuesto por virus, bacterias y eucariontes asociados con un nicho especifico.
La metagendmica tiene multiples aplicaciones en el campo de los alimentos y se
ha utilizado para la identificacion de virus causantes de enfermedades en
humanos (Billington et al., 2022), agrupar muestras de queso por regiones
(Kamimura et al., 2019), deteccion de fraude alimentario (Cardin et al., 2022), el
estudio de la dinamica e interacciones microbianas durante el proceso de
fermentacion (Srinivas et al., 2022) y desarrollo de cultivos iniciadores (Sabater
et al., 2021).

2.2.2. Metagenémica dirigida y no dirigida

La secuenciacibn metagendmica se puede realizar de manera dirigida o
secuenciacion por amplicon también denominada metabarcode o metataxono-
mica, donde una region especifica de ADN se amplifica por PCR y se realiza una
secuenciacion (Billington et al., 2022). Por otro lado, en la metagendmica no

dirigida o de escopeta se secuencia todo el material genético (Srinivas et al.,
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2022). La eleccion del tipo de secuenciacion va a depender de los objetivos del

estudio y la informacién que se desea conocer.

La secuenciacion por amplicones o dirigida, es el método de secuenciacion de
alto rendimiento (por sus siglas en inglés High-Throughput Sequencing HTS) mas
frecuentemente utilizado para la identificacion de microorganismos (Liu et al.,
2021). EI ADNr o ARNr 16S se encuentra en el ribosoma de las procariotas y se
localiza en la subunidad pequefia 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 conservacion (mas 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 region
V3-V4 tiene una longitud de aproximadamente 460 pb y es las mas utilizadas
para la investigacion de la diversidad bacteriana en multiples entornos (Fadeev
et al., 2021); proporcionan una taxonomia mas exacta, debido a que regiones
mas largas pueden ofrecer mas informacion filogenética y son mas confiables
que las regiones mas cortas como V6 (Onywera & Meiring, 2020). Las secuencias
de la regién 16S se comparan con bases de datos como SILVA, RDP,

GreenGenes o NCBI (Boers et al., 2019), para la identificacion taxondmica.

Por otro lado, para la identificacion de eucariontes se utiliza el ADNr18S vy los
espaciadores internos transcritos (ITS), principalmente ITS1 e ITS2 (Yang et al.,
2018) y RdRP para virus de ARN (Billington et al., 2022). La region 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 region ITS1 varia en tamano entre 192 y 282 bases (Edwards et al.,
2019). Para la identificacion de hongos y levaduras se ha utilizado la region ITS1

e ITS2 por separado (Yang et al., 2018) y combinadas.
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Figura 1. Localizacion del gen 16S en el ribosoma procarionte (Rodicio &
Mendoza, 2004; Johnson et al., 2019).



Los ribosomas 80S eucariéticos constan de las subunidades 40S y 60S. Para
hongos y levaduras, el transcrito de ARNr 18S se encuentra en la subunidad
ribosomal pequeria 40S (Embong et al., 2008), mientras que los ARNr 5.8S y 28S
forman parte de la subunidad 60S (Pfister & Kuhl, 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 evolucién lenta y estan
relativamente conservados entre los hongos (Franco-Duarte et al., 2019). Sin
embargo, el tamafo de una region, por si 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 analisis 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 agrupacion de unidades
taxonémicas operacionales (OTU) y eliminacién de ruido en variantes de
secuencia de amplicones (ASV), donde se obtiene una tabla de frecuencias de

las secuencias y se asigna la taxonomia (Liu et al., 2021).

Subunidad 60S

18S

J

Subunidad 40S
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Figura 2. Localizacion de los ITSs en hongos y levaduras (Pfister & Kiihl, 2018;
Fathy et al., 2023).

La metagendmica no dirigida se usa cuando se requieren conocer los genes de
bacteriocinas, genes de resistencia a los antimicrobianos y caracterizacion
funcional de comunidades microbianas (Srinivas etal., 2022). En la
metagendmica de escopeta el genoma se fragmenta en pedazos cortos de 1 a 2
kpb de largo, luego todos los pequefios fragmentos se clonan y secuencian,
mediante el analisis bioinformatico se buscan regiones superpuestas y se
ensamblan las secuencias en varios contigs grandes (Clark & Pazdernik, 2013)
como se observa en la Figura 3. La metagendmica proporciona perfiles genéticos
funcionales directamente y alcanza una mejor resolucion de anotacion
taxonémica; el fundamento principal del analisis metagendmico es convertir datos
limpios en tablas taxondmicas y funcionales, utilizando métodos basados en

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

Los datos de la metagendmica no dirigida se obtienen a partir de la secuenciacion
de todo el ADN. El flujo de trabajo para la metagendémica de escopeta consiste
en la recoleccion de la muestra, extraccion de ADN, preparacion y secuenciacion
de la biblioteca y analisis bioinformatico (Navgire et al., 2022). El analisis de todo
el ADN favorece la identificacion de virus y fagos. La metagendmica no dirigida
se ha utilizado para la identificacion de microorganismos en quesos arabes,
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 metabdlicas (Cuadro 1)
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Cuadro 1. Metagendmica de escopeta en productos lacteos.

Matriz Técnica Factor o factores de Microorganismos Rutas metabdlicas Autores
alimentaria utilizada variacion identificados en queso por relacionadas
metagenomica de escopeta
Mish, jibneh, Secuenciacié Matriz alimentaria Identificaron 367 especies Se identificaron 33 genes que Yasiretal.,
zabadi y n de bacterianas en alimentos causan resistencia a los (2023)
pepinillos escopeta, fermentados. antimicrobianos; se detectaron
genes relacionados con 32 rutas
metabdlicas.
Leche cruda ADN total, Leche de vacas, Bradyrhizobiaceae, Enteroba Genes de resistencia Gritzke
cgMLST, bufalas, cabras y cteriaceae, Rhodobacterace antimicrobiana. et al., (2021)
Escopeta ovejas;Extraccion de aey Micrococcaceae.
ADN (Convencional y
con agotamiento de
células eucariotas)
Leche Escopeta Proceso de En leche entera se Genes asociados a la McHugh
desnatada producciéon de leche encontraron Pseudomonas esporulacion y latencia. et al., (2020)
en polvo en polvo. Etapa de fluorescens,  Acinetobacter
lactancia. baumannii 'y Lactococcus

lactis. En leche en polvo a

mitad de la lactancia
Thermus,  Geobacillus 'y
Streptococcus son los

géneros mas dominantes.
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Matriz Técnica Factor o factores de Microorganismos Rutas metabdlicas Autores

alimentaria utilizada variacion identificados en queso por relacionadas.
Shotgun
Queso Feta  Escopeta Elaboracion industrial Debaryomyces, Kluyveromyc Veintiséis rutas Papadimitriou
0 casera. es, Cutaneotrichosporon, Pic et al., (2022)
hia, Candida y Rhodotorula
Queso Escopeta Salmueras Ay C, La salmuera C mostro una N.R Vermote
Flandes de Programas de mayor diversidad a nivel de et al., (2018)
Bélgica alineacion, geénero en comparacion con
Programas de la salmuera A. Lactobacillus y
identificacion Tetragenococcus fueron los
taxondémica geéneros mas abundantes.
Queso Cotija ADN total Queso de recién Lactobacillus, Leuconostocy Diez enzimas relacionadas con Escobar-
elaborado. Weissella. vias metabdlicas como la Zepedaetal.,

produccién de aminoacidos de (2016)
cadena ramificada y acidos
grasos libres.

Queso Metagendmic Grupos de muestras  PMA:Lactococcus, Lacticasei Cincuenta genes relacionados Mohamed
Cheddar ade PMA'y no bacillus, Secundilactobacillus, con rutas metabdlicas, por etal., (2023)
escopeta. PMA.Tiempo de Streptococcus, Weissella, Pe  ejemplo: resistencia a los acidos,
maduracion (1 a7 diococcus y Enterobacter. osmoprotecciéon, metabolismo

afnos) de péptidos entre otras.

N.R: No reportado, PMA: La monoazida de propidio, cgMLST: Analisis de tipificacién de secuencia multilocus del genoma
central

14



2.2.3. Metagenémica en queso

La leche obtenida de una ubre sana es estéril, sin embargo, las contaminaciones
cruzadas desde la ordefa hasta el proceso de produccidon demeritan su calidad.
En leche de Egipto se han identificado bacterias patdgenas como, Brucella spp,
E. coli, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus (Grutzke et al., 2021). En
leche de Irlanda se analizaron diferentes origenes de contaminacion (suelo,
pasto, heces, pezones, camas y ensilaje) y se encontré que la superficie del
pezon era la principal fuente de contaminacion (Doyle et al. 2016). En leche y en
queso mexicano se han reportado los géneros Streptococcus spp., Lactococcus

spp., Y Lactobacillus spp(Ruvalcaba-Gémez et al., 2020).

En el Cuadro 2 se observan diferentes estudios en los que se obtuvieron los
perfiles metagendmicos de distintos quesos, en uno o diferentes momentos de
maduracién. El estudio de las regiones hipervaribles del gen 16S permitio la
identificaciéon 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 region V3-V4 ha sido la mas 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 analisis de
datos bioinformaticos, tales como analisis de la calidad de datos, eliminaciéon de
adaptadores, unidn de secuencias, eliminacidn de secuencias quimeéricas,
comparacion 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 parametros que pueden dar informacion sobre la
diversidad de microorganismos son: diversidad alfa, analisis de diversidad beta,
indices Chao1, indice de diversidad de Shannon, indice 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 analisis de datos son diversos,
tales como los programas R, QIIME y QIIME 2 (Marino et al., 2019; Papademas

etal.,, 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 identificacion 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)
(Gonzélez Ariceaga etal., 2019) y para el Queso Adobera se identificaron
especies dominantes de Streptococcus, Lactococcus y Lactobacillus. Ademas,
extrayendo ADN y ARN se relacionaron los microorganismos con las rutas
metabodlicas de carbohidratos, lipidos, aminoacidos y transportadores de
membrana (Ruvalcaba-Gomez etal., 2020). En un estudio realizado por
Murugesan et al., (2018) se identificaron bacterias y hongos por secuenciaciéon
del gen 16S y 18S, se analizaron trece quesos mexicanos y se encontré que los
géneros mas 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 maduracién (Aldrete-Tapia et al., 2018).

2.2.4. Flujo de trabajo metagendmico para queso
2.2.4.1. Extraccion de ADN

El flujo de trabajo consiste en la extraccion del ADN, cuantificacion de ADN,
preparacion de librerias, secuenciacion y finalmente el analisis de datos
bioinformaticos (Billington et al., 2022; Chaudhari et al., 2023). El ADN puede
extraerse mediante lisis quimica, térmica, enzimatica o mecanica o0 una
combinacion, que consta de tres pasos: lisis, purificacion y recuperaciéon de ADN
(Gupta, 2019; Sajali etal.,, 2018); generalmente, todos los métodos utilizan
proteinasa K en el paso de lisis (Sajali et al., 2018). En el caso de los pasos de
precipitacion de proteinas, se emplean NaCl y disolventes organicos

(fenol/cloroformo), purificacion de ADN (fenol, cloroformo e isopropanol), unién
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Cuadro 2. Quesos de diferentes paises donde se realiz6 el analisis metagenomico.

Nombre Factores de Tipo de leche Método Programas y bases de Phylum, familia o Autores
del variaciéon secuenciaciony datos para los analisis género identificado
queso regidn utilizada datos utilizados.
Queso Recipientes de N.R Amplicones Eliminacion de quimeras, En queso fresoy Spyrelli
Feta plastico 'y acero empleando las Clasificacion de OTUs maduro Lactococcus, et al.,
inoxidable. regiones con BLASTn en la base Pseudomonas, Streptoc  (2020)
Tiempo de hipervariables de datos NCBI. occus, Acinetobacter, L
maduraciéon 0, 54, V2-4-8 y V3-7-9 actobacillus,Flavobacter
120 dias. del gen 16S rARN ium yCarnobacterium,La
ctococcus.
Queso Dos queserias. Leche devaca  Amplicon Trimmomatic; Tetragenococcus, Vermote
Belga -Salmuera pasteurizada utilizando la clasificacion con mothury Chromohalobactery etal.,(2
region V4 del gen SILVA. Amplicones Halanaerobium como 018)
16S rARN del fungicos Cutadapt, las mas abundantes.
ADN e ITS1 y Clasificacion con mothur
shotgun y UNITE_ITS1
Queso 5 grupos de muestras Leche bufala. Gen 16S rARN Uclust, RDP, Greengenes Los quesos elaborados  Marino
Mozzar (leche de vaca o de Leche de vaca. 16S Rrna, QIIME y R, R con leche bufala et al.,
ella bufala, acidificada heatmap.2 y PLS-DA con Lactobacillus.Queso (2019)

con cultivos naturales

o seleccionados y

obtenida en lecheria
o en el mercado de

masas).

Unscramble.

elaborado con leche de
vacaBrochothrix , Erwini
a , Flavobacterium , Pse
udomonas 'y Shewanella
,/Anoxybacillus flavither
mus y Thermus
thermophilus.
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Nombre Factores de Tipo de leche Método Programas y bases de Resultado, Phylum, Autores
del variacion secuenciacion datos para los analisis  familia o género
queso y region datos utilizados. identificado
utilizada
Queso  Maduracion de 40y Leche crudade Amplicones BLASTn, NCBI*, QIIME 2 La leche cruda, queso Papade
Halitzia. 60d cabra Cebadores 27F y de40dyquesode60d mas
519R e ITS1F e compartieron 26 et al.,
ITS2R. géneros de bacteriasy  (2019)
30 géneros de hongos.
Vorarlb Dos queserias Leche crudade ITS2; 16S dada2 en R, BIOM, En queso frescos Quijada
erger diferentes durante la  vaca rRNA con los QIIME2, g2, Naive Bayes Staphylococcus et al.,
Bergka maduracion de 0, 14, cebadores 27F y  q2-taxa, JColorGrid. equorumy Candida. En  (2020)
se 30,90y 160d 1492R. maduracién de 14 a 30 d
Psychrobacter y Debary
omyces. En quesos
madurados de 90 a 160
d, S. equorum,
Brevibacterium,
Corynebacteriumy Sco
pulariopsis
Queso Tipo de lechey Leche de cabra Region V3-V4 FLASH, UCHIME, Mothur 120 bacterias Dimov
verde maduracion 5, 7y 8 y oveja Los hongos se analizaron (Streptococcus,Lactoba et al.,
bulgaro meses mediante BLAST con cillus, Lactococcus'y (2021)

Qiime, Unite. Se
utilizé MUSCLE, LEfSe,
R, Mothur.

Staphylococcus) y 16
especies fungicas.
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Nombre Factores de Tipo de leche Método Programas y bases de Resultado, Phylum, Autores
del variacion secuenciacion datos para los analisis  familia o género
queso y region datos utilizados. identificado
utilizada
Queso Leche, suero, cuajada Leche crudade Region Genoinseq, Calidad se En queso sin Coelho
Sao y queso con y sin vaca. hipervariable secuencias con denominacion de origen et al.,
Jorge denominacion de ori- V3-V4 PRINSEQ, Streptococcus, Lactoba (2023)
gen protegida. AdapterRemoval, cillus y Lactococcus.
generacion de OTUs con  En queso con
QIIME, fusionaron, denominacion
detectaron y eliminaron Lactobacillus, Streptoco
lecturas quiméricas con ccus, Leuconostoc, Lact
UCHIME contra la base ococcus
de datos Greengenes y Enterococcus.
Queso  Cuatro diferentes Leche de vaca Region Diversidad de bacteriasy Lactococcusy Kazou
griego  mezclas de pasteurizada. hipervariable V1- levaduras/hongos se Lacticaseibacillus et al.,
Kopani iniciadores, tiempos V3 del gen 16S, evalud en R, junto con (2023)
sti de maduracion (1, 7, ITS1-ITS2 para phyloseq y ggplot2; PLS-
21y 35d). levaduras/hongos DA y mapas de calor con
) Metaboanalyst.
Queso  Seis lecherias, N.R Region V3-V4 FLASh, PRINSEQ, Las especies mas Bottari
Parmigi tiempos de amplificada del QIIME, RDP y abundantes fueron et al.,
ano maduracién gen 16S rARN. Greengenes, R. Lactobacillus helveticus  (2020)
Reggia 2dias 1,2,6,7,9, y Lactobacillus
no 12 y 24 meses delbrueckii y

disminuyeron con la
maduracion.

NCBI: Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica, OTU: Unidades Taxondmicas Operativas y N.R: No reportado.
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en los kits (ocurre en membranas de silice o resina) y precipitacion (isopropanol,
etanol), varian entre los métodos (Sajali et al., 2018). Los kits PowerFood y
Nucleospin son los mas efectivos para la extraccion de ADN de queso
Mozzarella, debido a que el uso de microesferas y enzimas aumento la eficacia
de la extraccion (Markuskova et al., 2021). En la extraccién de ADN en queso y
leche, usando siete métodos, se reporté que el kit PowerFood™ fue superior a
los demas, ya que se obtuvo un ADN puro y altamente concentrado para su
posterior amplificacion en PCR (Quigley et al., 2012). El kit de purificacion de
ADN gendmico Wizard® se utilizé en queso Maasdam holandés (Duru et al.,
2018). La extraccion de ADN de queso también se realizé sin kit de extraccion,
como en queso Cotija (Escobar-Zepeda et al., 2016) y en queso bola de Ocosingo
(Aldrete-Tapia et al., 2018).

2.2.4.2. Amplificacion por PCR y preparacion de librerias

La preparacion de librerias de ADN varia de acuerdo a las empresas que las
construyen; sin embargo, los pasos generales consisten en la fragmentacion de
ADN, fijacion de adaptadores de oligonucledtidos a los extremos de los
fragmentos diana y cuantificacion del producto final de la biblioteca para la
secuenciacion (Kappelmann-Fenzl, 2021). Los métodos de fragmentacion mas
comunes son: fragmentacion fisica (cizallamiento acustico, sonicacion y
cizallamiento hidrodinamico), fragmentacion enzimatica (ADNasa | u otra
endonucleasa de restriccidon, nucleasa no especifica, transposasa) vy
fragmentacién quimica (calor y cation metalico divalente). La preparacion de
bibliotecas puede llevarse a cabo por dos diferentes tecnologias de
secuenciacion (Kappelmann-Fenzl, 2021), tales como la unicelular (lllumina,
10xGenomics, Qiagen etc.) y la de lectura larga (lllumina, PacificBioscience,
Oxford Nanopore etc.). A continuacion se describira a mayor detalle la tecnologia
llumina de secuenciacién por sintesis (por sus siglas en inglés sequencing by
synthesis SBS) la ADN polimerasa incorpora desoxirribonucleétidos trifosfatos
(dNTP) marcados con fluorescencia durante la sintesis de ADN vy la
identificacion de los nucledtidos se logra mediante la excitacion del fluoréforo

(Akagin et al., 2022). Grande-Cano, (2018) menciona que la SBS consiste en
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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 continuacion, la ADN-
polimerasa en presencia de trifosfatos de desoxinucleétidos (ANTP’s) hace una
copia de cada hebra de ADN. Finalmente, se forman clusters (grupos) que al
estar marcados con un fluoréforo especifico y al ser detectados por el

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

2.3. Péptidos bioactivos en queso

Los quesos contienen una gran cantidad de proteinas, entre las que se
encuentran, as1, asz y B, las cuales son hidrolizadas por enzimas presentes en la
plasmina de la leche, k-caseinas por la quimosina del cuajo y finalmente por las
proteasas contenidas en los microorganismos (lvens et al., 2017). Produciendo
péptidos grandes y medianos que posteriormente son hidrolizados, por proteasas
y peptidasas a péptidos de menor tamafio (Farkye, 2014). Los productos
generados durante la protedlisis son compuestos aromaticos que contribuyen a
las caracteristicas sensoriales del queso (Marilley, 2004). Por otro lado, se ha
comprobado que los péptidos liberados durante la maduracion del queso tienen
efectos benéficos a la salud, tales como: antihipertensivo, antioxidante,
antimicrobiano, hipocolesterolémico, opioide (Tagliazucchi etal., 2019),
antiinflamatorio, antidiabético, antiobesogénico y anticancerigeno, por mencionar

algunos (Agagunduz et al., 2021).

Los péptidos mas reportados en la literatura son los antihipertensivos, entre los
que se encuentran la VPP y la IPP identificados en B y k-caseina,
respectivamente (lwaniak & 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 aminoacidos de la ECA a través de enlaces de hidrogeno y puentes

salinos de los aminoacidos Pro, Leu e lle.
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Figura 4. Diagrama de qujo de la secuenciacion por sintesis (llumina, 2010).

Los péptidos antioxidantes estan compuestos de 2 a 20 aminoacidos, con un
peso molecular inferior a 3 kDa y presentan aminoacidos hidrofébicos como la

prolina, la valina, el triptofano y la fenilalanina (Tadesse & Emire, 2020). En queso
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Gouda se han reportado cuatro péptidos antioxidantes (Alvarez-Ramos et al.,
2022). En queso duro espafiol fue encontrada la secuencia de un péptido
quelante de metales VAPFPQ (Timédn 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-Toala et al., 2022).

Otras bioactividades como la antitrombotica e hipocolesterolémica han sido
reportadas en leches fermentadas por cepas especificas de Lactococcus lactis y
sometidas a digestion 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 encontro el efecto hipocolesterolémico. El
colesterol que se genera durante la ingesta de alimentos se combina con los
acidos biliares para formar micelas para ser solubilizadas y absorbidas en los
intestinos (Chen et al., 2021). Los péptidos hipocolesterolémicos tienen una
naturaleza hidrofébica y al unirse con los acidos biliares impiden la formacioén 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
aminoacidos son mas hidrofilos que los péptidos mas largos, sin embargo, los
péptidos con puntos isoeléctricos y pesos moleculares altos se uniran

fuertemente a los acidos biliares.

En cinco quesos (Edamski, Gouda, Kasztelan, Brie y Rokpol) se reportaron cinco
péptidos opioides (casomorfina, casoxina y lactoferroxina) (Sienkiewicz-Sztapka
et al., 2009). En queso Ras encontraron que la actividad opioide increment6 a lo
largo de la maduracion en un modelo de digestion in vitro (Helal et al., 2023). En
queso Tulum secuenciaron (Oztirk & Akin, 2021) péptidos opioides provenientes
de B-caseina (YPFPGPIHN y YPFPGPIHNSLPQ).

La inhibicién de a-glucosidasa y la a-amilasa es efectiva para reducir los niveles
de azucar en sangre, a-glucosidasa es inhibida por los aminoacidos hidrofébicos
Met, Pro, Phe y Leu; la a-amilasa interactua competitivamente con secuencias

peptidicas que tienen los aminoacidos hidréfobos Leu, Met y Pro, mientras que
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la inhibicién de la DPP-IV ocurre tanto con los aminoacidos hidrofébicos Ala, Gly,
Leu, Pro, Met y Trp, como con los aminoacidos hidrofilicos (GIn, His, Arg y Ser)
localizados en los extremos del péptido (Koirala etal., 2023). Péptidos
antidiabéticos o inhibidores de la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV) para el
tratamiento de la diabetes tipo Il han sido reportados en suero de queso Oaxaca
(Mares-Mares et al., 2019). Ademas, Oztiirk & Akin, (2021) identificaron en queso
Tulum péptidos antidiabéticos provenientes de B-caseina (LPVPQ, TPVVVPP,
LPQNIPPL, LGPVRGPFPI, LYQEPVLGPVRGPFP y LPLPL).

El péptido similar al glucagén 1 (GLP-1) se ha obtenido a partir de la unién del
acido palmitico y una cadena lateral de Lys mediante un conector glutamato (Ahn
et al., 2017), llamado liraglutida y su ingesta de 3 mg/dia provoco una pérdida de
peso (Kumar, 2019). Los péptidos relacionados con la secrecién de GLP-1 se
encontraron en la hidrélisis de la caseina lactea contenida en queso Tulum
(Oztiirk & Akin, 2021), extractos obtenidos de yogurt, queso y proteinas 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 antibioticos; 25,000 muertes al afio en
Europa, y el numero es mucho mayor en los paises en desarrollo (Centros para
el control y prevencion de enfermedades, EE.UU., 2019). Se estima que para el
afio 2050 la resistencia antimicrobiana causara la muerte de diez millones de

personas (Kostyanev & Can, 2017).

Las bacterias generan resistencia antimicrobiana debido a la resistencia
intrinseca, 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 adquisicion de ADN proveniente de otras bacterias (Abushaheen
et al., 2020; Winter et al., 2021). La resistencia adquirida se puede dar por tres

mecanismos: modificacion de enzimas o inactivacibn de agentes
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antimicrobianos, mediante la adicién de grupos acetilo, adenilo o fosfato por las
enzimas bacterianas a un sitio especifico de los antibiéticos, evitando que se
unan; reduccion de la acumulacién intracelular de agentes antimicrobianos y
supresion de genes de purinas; asi mismo por alteraciones en los sitios diana de
los agentes antimicrobianos, mutaciones, modificacién quimica por metilacion y

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

La transferencia horizontal de genes se da por tres mecanismos: transformacion,
transduccion y conjugacion. Durante la transformacion, los fragmentos de ADN
de una bacteria muerta ingresan a una bacteria receptora y se incorporan a su
cromosoma; en la transduccién se transfiere material genético de una bacteria a
otra por un bacteriéfago. Por ultimo, en la conjugacion, principal mecanismo de
transferencia horizontal de genes, se realiza el traspaso del plasmido o
plasmidos, 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, plasmidos o elementos integrativos y conjugativos
(Botelho & Schulenburg, 2021). Los transposones, elementos integrativos y
conjugativos, e integrones contienen genes de resistencia y se adquieren
mediante conjugacion o transduccion (Mayorga-Ramos etal., 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 catalitico (Asp y Glu), asociado
con una region de unién 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. Caracteristicas de péptidos antimicrobianos
Los péptidos antimicrobianos naturales presentan de 5-6 residuos de

aminoacidos; en condiciones fisioldgicas son catidnicos, debido a la presencia de

25



residuos de Arg y Lys, tienen una alta proporcion de residuos hidréfobos y se
pliegan en una variedad de estructuras y conformaciones anfipaticas (Marcos y
Manzanares, 2011). Los péptidos antimicrobianos cationicos son generalmente
a-helicoidales (Lei et al., 2019), también se han reportado estructuras lineales de
hélice a, lamina B y combinacién (Huan et al., 2020). Li et al., (2021) mencionaron
que la actividad antimicrobiana se ve afectada por las caracteristicas
fisicoquimicas de los péptidos tales como: la composicion de aminoacidos ricos
en Pro, Arg, Cys y/o Gly; la longitud de los péptidos, cuando son cortos favorecen
la formacién de micelas y los largos pueden doblarse y estabilizar poros; el mayor
contenido de hélices a se correlaciona con actividades antimicrobianas mas
fuertes; la curvatura de los péptidos antimicrobianos influye en el modo de accion,
cuando es una hélice anfipatica lineal favorece la organizacion en poro de duela

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

Péptidos anidnicos también han demostrado tener actividad antimicrobiana con
cargas netas de -1 a -8 y estan compuestos de 5 a 70 residuos de aminoacidos
(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 hidrdlisis de proteinas o mediante la codificacion por
genes, se requieren de iones metalicos 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 aniénicos obtenidos de suero de queso,
proteinas del suero de leche inhibidoras de Listeria monocytogenes (Demers-
Mathieu et al., 2013).

2.3.1.3. Mecanismos de accion 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 lipidica (Kumar etal, 2018). Los péptidos

transmembrana se empaquetan como las duelas de un barril con sus superficies

26



hidréfilas alineadas hacia el centro de un poro lleno de agua, los péptidos
transmembrana estan estrechamente ensamblados entre si y forman un poro
circular rigido (Li etal., 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) sefalan tres cosas necesarias para formacion de la duela de barril: rigidez
del péptido, fuerte interaccion péptido-péptido y longitud del péptido. Los péptidos
lineales encajan mejor en la geometria 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 ultimo, la longitud
de los péptidos formadores de poros en duela de barril debe coincidir con el
grosor de la membrana para la formacion 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 interactuan con los grupos de cabezas
de lipidos, 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 fosfolipidos (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 autoasociacion (un contenido hidrofébico de aproximadamente 50 %
sera suficiente para la formacion de poros toroidales), su flexibilidad mejora la
actividad, la posicidn del pliegue puede alterar la estructura de los poros y la
superficie alineada de los péptidos fuera del poro pueden participar en la

estabilizacién del poro.

En el mecanismo de la alfombra, a una concentracion de péptidos inferior a la
concentracion critica, la membrana sufre algunas perturbaciones intrinsecas,
tales como adelgazamiento, expansion lateral, agrupamiento de lipidos
anioénicos, deformacion y alta tension superficial (Li et al., 2017). La presencia de
lipidos cargados negativamente ayuda a la formacién de una densa alfombra

peptidica, ya que ayudan a reducir las fuerzas electrostaticas de repulsion entre
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péptidos cargados positivamente (Bechinger & Lohner, 2006). Posteriormente,
cuando la concentracion 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).

Lo
S
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|

(b)

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 sefiald la
secuencia de los péptidos antimicrobianos de ast-caseina como la isracidina
(Fialho et al., 2018). Pritchard et al., (2010) obtuvieron extractos peptidicos de
queso y reportaron que inhiben Escherichia coli y Bacillus cereus. En queso
"Coalho" de origen brasilefio se identificaron 32 péptidos con actividad

antimicrobiana, provenientes de a, f y k-caseinas (Silva et al., 2016). En queso
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Tulum encontraron isracidina proveniente de asi—caseina y casosidina, péptido

derivado de as2-CN con actividad antibacteriana (Oztiirk et al., 2021).

La lactoferricina y otros péptidos antibacterianos pueden producirse a partir del
suero del queso de bajo costo por hidrolisis mediada por pepsina y cuajo
(Elbarbary etal., 2019). En suero se ha reportado el péptido kappacina
hidrolizado a partir de k-caseina (Lopez-Expdsito et al., 2006). A partir del suero
acido, producto de la produccion de requeson, se obtuvo lactoferrina con

actividad antimicrobiana contra E. coli O157: Toxina H7(Matijasi¢ 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 patdgenas, las
técnicas utilizadas para la determinacion de actividad antimicrobiana son la
difusion de discos y UV-VIS (Nguyen Thi et al., 2014; Théolier et al., 2014; Oztiirk
& Akin, 2017; Banihashemi et al., 2020; Turan & Durak, 2022). La actividad
antimicrobiana  necesita complementarse con técnicas como la
espectrofotometria de masas con tandem que permite conocer las secuencias
peptidicas. En el articulo de Oztiirk & Akin, (2017) falté complementarse con un
perfil peptidico o espectrofotometria de masas para poder asociar la bioactividad
del péptido a caracteristicas especificas. En el estudio realizado por Atanasova
et al., (2021) se utilizé espectrofotometria de masas, pero no se comprobd la
bioactividad antimicrobiana contra cepas especificas de patégenos. Asi mismo,
en el estudio realizado por Théolier et al., (2014) solo se obtienen péptidos
menores de <10 KDa y no realizaron una caracterizaciéon mas profunda, pero

mostraron actividad antimicrobiana contra bacterias y hongos.

2.4. Actividad antiinflamatoria de péptidos de productos lacteos

Estudios clinicos demuestran que del 15 al 20 % de las neoplasias malignas en
todo el mundo se desarrollan debido a inflamaciones crénicas que provocan
morbilidad y mortalidad (Serhan y Savill, 2006). Las respuestas inflamatorias
cronicas a menudo se asocian con: diabetes tipo 2, inflamacion intestinal, artritis,

aterosclerosis y otras enfermedades cardiovasculares (Guha y Majumder, 2019).

29



El proceso de evolucion de la inflamacidén a tumor involucra células fagociticas,
como neutrdfilos y macréfagos, que producen varios mediadores citotoxicos
(especies reactivas de oxigeno y nitrégeno), serina y cisteina proteasas, agentes
perforantes de membrana, metaloproteinasa de matriz, factor de necrosis tumoral
a (TNF-a, 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 (Stromstedt et al., 2014).

Célula cancerigena

TNF-a/

Membrana ‘ Invasion

Figura 6. El factor de necrosis tumoral a (TNF-a) estimula a las células del
carcinoma gastrico y a las células mesoteliales peritoneales para secretar
metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9), que promueve la invasion de células
cancerosas (Agren & Auf Dem Keller, 2020)

En estudios para determinar el efecto antiinflamatorio se usan modelos in vitro en
los que ocupan principalmente cultivos celulares de mamiferos, 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 bufala y de vaca, existe un potencial antiinflamatorio
que puede proteger a las células de macréfagos RAW-264.7, del dafo
inflamatorio (Rafiq et al., 2018). Por otra parte, a partir de queso Mozzarella de
bufala de campana se obtuvé 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 Condiciones del estudio Péptido encontrado Microorganismo que Resultados Autores
queso Origen/ tiempo de inhibe obtenidos
maduracién/técnica para
determinar actividad
antimicrobiana.

Queso Leche de vaca y de cabra; Péptidos hidréfobos Salmonella typhimurium  Incrementd del  Oztirk &
Tulum tiempo de maduracion ATCC 14028 (90 dias, numero de Akin, (2017)
0, 15, 30, 60,90y 120 d; leche de cabra ) péptidos con la

técnica de difusion en disco. maduracion
Quesos Leche cruda; tiempo de Péptidos con masa Emmental de Savoie Péptidos Nguyen Thi
Emmental maduraciéon 97, 114 y 149 molecular inferior a madurado, 97 dias, 100  catidnicos et al., (2014)
de Savoie y dias; fraccionamiento de 1 g.mol ™ %, queso Asiago, 150 tienen actividad
Asiago extracto mediante C.L.I.C.; dias, 42 % de actividad antimicrobiana.
d'Allevo densidad 6ptica 600 nm antimicrobiana contra

Listeria monocytogenes

Queso Fraccionamiento de extractos Pseudomonas Actividad Banihashemi
Koopeh por ultrafiltracion; Pesos moleculares de aeruginosa, Bacillus antimicrobiana et al., (2020)

determinacién de pesos péptidos contenidos en cereus 'y Salmonella y antioxidante

moleculares por la fraccién de 2-10 kDa  enterica.

espectrofotometria de masas;

difusion en disco.
Queso de El queso se produjo pordos  YQEPVLGPVRGPFPI Enterococcus faecalisy  Actividad Silva et al.,
bufalo empresas diferentes en dos (péptido antimicrobiano  Bacillus subtilis antioxidante, (2019)
fresco. estaciones diferentes; y antihipertensivos) antihipertensiva

Extracto liofilizado; MALDI-
TOF MS/MS

GLPQGVLNENLL y
LYQEPVLGPVRGPFPI
(especificos de Bubalus
bubalis)

y
antimicrobiana.
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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

Tipo de Condiciones del estudio Péptido encontrado Microorganismo que Resultados Autores
queso Origen/ tiempo de inhibe obtenidos
maduracién/técnica para
determinar actividad
antimicrobiana.
Quesos Leche de cabra, oveja 'y Los aminoacidos con N.R Queso de vaca Atanasova
blancos vaca. niveles mas altos fueron 51 péptidos, et al., (2021)
bulgaros MALDI-TOF. Leu, Phe, Arg, Val y Lys. queso de oveja
en as2-CN genero el 31 péptidos y
salmuera. péptido antimicrobiano queso de cabra
(LKKISQR) 22 péptidos.
B-CN hidrolizo el péptido
YQEPVLGPVRGPFPIIV.
Quesos Leche de vaca Péptidos Salmonella typhimurium 42 secuencias  Turan &
blancos y cabra, queso madurado por antimicrobianos ATCC 14028 y peptidicas Durak,
tradicionale 9 meses; Ezine maduraron derivados de as1-CN Staphylococcus aureus (2022)
s turcos. por 12 meses; (GLPQE, IKHQGLPQE, ATCC 25923
espectrofotometria de masas TTMPLW, VLNENLLR y
con tandem; difusion en YLEQLLR); péptidos
disco. derivados de as2-
CN( IQPKTKVIPYVR, L
KKISQ y TKVIPYVRYL),
Péptidos derivados de -
CN (EMAPK'y
PVVVPPFLQPE)
Mozzarella, Los extractos de suero se Mozzarella y Gouda
Gouda, ultrafiltraron con membranas redujeron bacterias (L. Théolier
Suizo y de 10 kDa y se desalinizaron monocytogenes, L. et al., (2014)
Cheddar ; absorbancia a 595 nmy ivanovii 'y E.coli MC4100)

conteo en placa.

y hongos Mozzarella,
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producidos Gouda, Suizo y Cheddar

en Canada (Fusarium spp,
Aspergillus versicolory
Mucor racemosus).

C.L.I.C: Cromatografia Liquida de Intercambio Catiénico; N.R: No reportado.
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en el estudio realizado por Aguilar-Toala etal., (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 lineas celulares o ratones.

Estudios estructurales indican que los péptidos con actividad antiinflamatoria
presentan en su secuencia aminoacidos cargados positivamente e hidréfobos,
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 inflamacién 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
lipopolisacarido liberado por las bacterias y asi bloquear la respuesta inflamatoria
(Latorre et al., 2010). Otro aminoacido relacionado con actividad antiinflamatoria
es la GIn (Gonzalez-Montoya et al., 2018). Los péptidos con alta hidrofobicidad
promueven la unién del péptido a las membranas; la despolarizacién de la
membrana en las células microbianas contribuye a modular el efecto
antiinflamatorio (Nan etal.,, 2009). Sin embargo, la distribucién de los
aminoacidos no tiene una posicion fija, lo que se traduce en que tendran
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). Ademas de péptidos de gran tamafo como
la lunasina con 43 aminoacidos y el glicomacropéptido (GMP) con 64

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

2.5. Metabolémica para la determinacion de acidos grasos en alimentos.

La metabolémica tiene como objetivo proporcionar un perfil completo de todos
los metabolitos de bajo peso molecular mediante técnicas analiticas tales como
resonancia magnética nuclear (RMN), cromatografia liquida (LC-MS) vy
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) (Zheng

et al., 2015). El uso de infrarrojo cercano (NIR) ha permitido identificar acidos
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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; Barragan-Hernandez
etal., 2020; Daoud et al., 2020; Gonzalez-Martin et al., 2020; Hernandez-Jiménez
etal., 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 aplicé el uso de la primera
y/o segunda derivada, seleccion de regiones y combinacién de algoritmos para

obtener la mejor matriz de datos.

El analisis de datos se realiz6 mediante diferentes modelos estadisticos, 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 seleccion del método dependera mucho de la hipotesis
de investigacién, si o que se quiere es unicamente separar muestras por
composicidon de acidos grasos, el modelo PCA es adecuado; y en la mayoria de

los casos no se realiza validacion.
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Cuadro 4. Estudios con NIR para la deteccién de acidos grasos en diferentes matrices alimentarias.

Matriz Condiciones Pre-procesamiento Modelos Resultados Autores
de datos multivariante
utilizado
Carnederes Carne Primera y segunda PLSy R-SVR R-SMV (R?=0.92) Barragan-
macerada, derivada, la variacion Hernandez
cubeta de normal estandar et al., (2020)
cuarzo,800a (SNV)y D, algoritmo
2500 nm Savitzky-Golay.
Grasa de Grasa picada  Seleccion de regiones  PLS Cuantificacion n6 PUFA  Parrini et al.,
cerdo 4021-9999 AGS 5400-7500 cm y n3 PUFA (2023).
Absorbancia ~1. PUFA 5400-6100 y La suma de AGS
7400 —8400 cm™", presenté una
calibracion (R 2=0.89) y
validacion (R 2 =0.87).
MUFA total calibracion
(R2=0.90)
Chorizo Rebanada de MPLS y ANN  ANN Hernandez-
curado chorizo (RSQ=0.61a0.92) Jiménez et al.,
Reflectancia (2020)
1100-2000 nm
Aceite NIR portatil y SNV y SNVd, MSC, PLSR Modelos para Nieto-Ortega
de pescado compacto primera y segunda AGS(R?=0.98), et al., (2022)
(subproducto) 900 a 1650 nm derivada de Saviztky- MUFA(R?=0.97),

Transflectancia Golay.

PUFA(R?=0.96), w-
3(R?=0.99) y w-
6(R?=0.95) errores
pequenos y un valor de
sesgo bajo.
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Matriz Condiciones Pre-procesamiento Modelos Resultados Bibliografia
de datos multivariante
utilizado
Arroz 20 g de arroz PCAyBPNN PC1=55.53 % Luetal.,
Plato de BPNN((Rr =0.9265 ); (2021)
cuarzo 900- RMSEP=1.1005 mg/100
1700 nm g
Leche 4000 a 600 Segunda derivada PLSR Volatiles para detectar Daoud et al.,
desnatadaen cm -’ utilizando el  oxidacion de lipidos (2020)
polvo Absorbancia rango (R2>0.9).
espectral de
800 a 2400
nm
Leche de NIRS portatil Escalado automatico, PCA Los dos primeros Liu et al.,
vaca organica 908 a 1676 nm centrado en la media, componentes principales (2018)
y ho Modo suavizado, primera (PC) explican el 92 %.
organica. reflectancia derivada,
NIRS de mesa transformacién log 10y
1000 a 2500 MSC.
nm con el
modo de
transmision.
Quesos Ventana de PCA-MPLS Determinacion de Gonzaélez-
elaborados cuarzo, 1100 a diecinueve acidos grasos Martin et al.,
con lechede 2000 nm (2020)
vaca, ovejay Extractos
cabra. grasos, ceélulas
"cam-lock"
1100 a 2498
nm
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PLS: Minimos Cuadrados Parciales, R-SVR: Regresion de maquina de vectores de soporte en nucleo radial, PCA: Analisis
de Componentes Principales, BPNN: Red neuronal de retropropagacién, RMSEP: Error cuadratico medio, AGS: Acidos
grasos saturados, MSC: Correccion de dispersion multiple, MPLS: Regresién por minimos cuadrados parciales modificada,
SNV y SNVd: variable normal estandar sin y con dependencia, MSC: Correccion de Dispersion Multiplicativa, PLSR:
Regresiéon de Minimos Cuadrados Parciales, ANN: Redes Neuronales Artificiales.
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Por otro lado, el modelo PLS permitid discriminar muestras basado en su
composicion de acidos grasos, realizar validacion cruzada para evitar sobreajuste
en el modelo, eliminar y calibrar muestras es usado para predecir valores
(Sgrensen 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 separacion entre grupos de interés. Sin embargo, en los
analisis metabolémicos siempre aparecen juntos el PCA-PLS-DA, PCA-PLS-DA-
OPLS-DA. Dentro de los métodos de aprendizaje automatico, el aprendizaje
profundo con redes neuronales artificiales se utiliza en metabolémica para la
resolucion de problemas complejos que no se pueden resolver con los algoritmos

tradicionales (Pomyen et al., 2020).

2.6. Identificacion de compuestos en alimentos con RMN

El principio de RMN consiste en que el momento magnético nuclear de las
moléculas interactua con el campo externo generado por el instrumento de RMN
(Hatzakis, 2019). La RMN es ampliamente utilizada para el analisis de varios
alimentos tales como: mezcales y vinos (Lépez-Aguilar et al., 2021), bebidas,
aceites, verduras, carnes y productos lacteos en forma liquida o soélida (Hatzakis,
2019). Una gran cantidad de compuestos han sido identificados utilizando la
RMN. En aceite de oliva se han reportado triglicéridos, diglicéridos, terpenos y
aldehidos ('H- RMN) y se ha detectado la distribucion de acidos grasos del
glicerol (*C-RMN). En frutas se ha reportado la presencia de azlcares,
aminoacidos, antocianinas y otros fenoles (Capitani et al., 2014; Capitani et al.,
2017). En leche, con RMN, se han identificado carbohidratos, acidos organicos,
aminoacidos vy lipidos (Sundekilde etal., 2011). Andreotti etal., (2000),
identificaron por '3C-RMN, 13 &cidos grasos presentes en leche de bufala y de
vaca, en el que el acido caprico (C10:0) se encontré en mayor concentracion en
leche de bufala. En el queso Pecorino Sardo se detectaron con RMN &acidos

grasos saturados de cadena larga e isémeros (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 maduracién de 20 a 90 dias, utilizando "H-RMN detectaron colina,
2,3-butanodiol, Lys, Tyr y azucares. Sin embargo, la aplicacion de la
metabolémica basada en 'H-RMN fue un método eficaz solo para las muestras
de queso con un periodo de maduracion 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
resolucion con giro de angulo magico (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,
aminoacidos, carbohidratos, acidos organicos y fosfolipidos (Kandasamy et al.,
2020). Afshari et al., (2020) reportaron que utilizando un analisis integrador de
conjuntos de datos multiomicos se podian detectar las relaciones que existian

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

El analisis estructural de péptidos con espectroscopia de RMN, generalmente se
basa en el conocimiento de su secuencia primaria, para permitir la asignacion de
las resonancias, antes de la determinacion 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 podria explicar la falta de actividad antimicrobiana
en la fraccién soluble (Torres-Salas et al., 2020). Por otro lado, la RMN también
se ha utilizado para cuantificar los pesos moleculares y el indice de
polidispersidad de mezclas complejas de péptidos, tales como, el acetato de
glatiramer, hidrolizado de colageno y un extracto de leucocitos humanos,
utilizando resonancia magnética nuclear espectroscopia ordenada por difusion
(DOSY-RMN) (Vazquez-Leyva et al., 2019).
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3. CAMBIOS EN EL MICROBIOMA DEL QUESO CREMA DE
CHIAPAS DURANTE LA MADURACION.

3.1. Resumen

En México se producen diferentes quesos artesanales que forman parte de la
cultura regional dentro del pais. El queso Crema de Chiapas es un alimento
artesanal elaborado con leche cruda de vaca. El objetivo de este trabajo fue la
caracterizacion de este queso mediante pruebas fisicoquimicas, microbioldgicas
e identificacion de microorganismos durante tres tiempos de maduracion (2, 29 y
58 d). Se utilizé la técnica de metagenémica de amplicones para conocer los
microorganismos presentes, secuenciando las regiones 16S para bacterias e ITS
para organismos eucariontes. Las caracteristicas fisicoquimicas 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 disminuyo a lo largo del tiempo de acuerdo a los indices de
Shannon y Simpson. Para hongos y levaduras la diversidad y riqueza de especies
aumentd con el tiempo de maduracion. Durante la maduracién, los géneros mas
abundantes de bacterias fueron Streptococcus, Lactococcus 'y Lactobacillus. Los
primeros dos géneros aumentaron a medida que avanzo el tiempo de maduracién
y Lactobacillus disminuy6. Las especies de hongos abundantes durante estos
tres tiempos fueron Candida versatilis, Candida etchellsi y Candida tropicalis. La
metagenomica dirigida permiti6 conocer la dinamica microbiana del queso a
diferentes tiempos de maduracion.

Palabras clave: queso, metagendémica, 16S, ITS, amplicones, maduracion.
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3. CHANGES IN THE MICROBIOME OF CHIAPAS CREAM
CHEESE DURING RIPENING.

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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Autor: M.C. Blanca Nayelli Ocampo Morales.
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3.3. Introduccion

En México se producen diversos quesos artesanales, entre los que se encuentra el
queso Crema de Chiapas, que tiene una apariencia humeda, sabor acido, 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:
recepcion de la leche, adicion de cuajo enzimatico, reposo de la cuajada, cortado y
reposo, amasado, salado, moldeado y prensado en piezas rectangulares y
empacado con tres materiales diferentes (plastico, papel aluminio y celofan)
dispuestos en capas (Gonzalez-Cérdova et al., 2016) y se recomienda que se
consuma después de tres dias de su elaboracion (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 expulsion de suero originando quesos mas secos. El
queso se fractura debido a que el fosfato de calcio de las micelas de caseina 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 preocupacion. Las bacterias patégenas mas 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 etal., 2018)
Murugesan et al., 2018). En queso Crema de Chiapas se han encontrado bacterias
tipo E. coliy 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 patdbgenas no se encuentra solo en quesos mexicanos, pues
en quesos de otros paises 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 elaboracion (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 contaminacion reportada se atribuyé a practicas de elaboracidn
inadecuadas; ya que la maduracion del queso, inhibe el crecimiento de bacterias
patogenas (Oh et al.,, 2014; Rios et al., 2020), debido a que las bacterias acido
lacticas (BAL) producen acidos organicos, bacteriocinas y otros compuestos como
peréxido de hidrégeno, diacetilo y reuterina (Thierry et al., 2015; lbrahim et al.,
2021).

La secuenciacion de amplicones es frecuentemente usada para la identificacion de
microorganismos y se basa en la secuenciacion 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 pequefa
(30S), en esta ultima 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 identificacion 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 region V4 (Choi et al., 2020).
El uso de una u otra region variable es diferente en cada investigacion, pero el uso
de regiones largas da una mayor cantidad de informacion (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 pequefia 40S se encuentra el ARNr 18S; ambos grupos asociados
con proteinas altamente especificas 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 & Kuhl, 2018). La region ITS para
hongos y levaduras tiene (~600 pb) de largo y si se combina con el gen 26S (region
D1/D2) se obtienen hasta 1100 pb (Macrogene, 2024). El gen 26S ofrece una alta

cobertura y una asignacion taxonémica precisa de amplicones fungicos cortos (~400
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pb) (Mota-Gutierrez et al., 2019). En queso Taleggio (Giannino et al., 2011) y yogur
griego (Sulaiman et al., 2014) se utilizé la region ITS1, en queso tipo Cantal se
amplifico la region ITS2 de una longitud de ~350 pb (Frétin et al., 2022), en queso,
vino y carne fermentada el ITS2 fue el mas adecuado comparado con ITS1 (Rué
et al., 2023), y en queso y yogur se secuencio 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 metagendémica 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: caracteristicas
fisicoquimicas del queso, el ambiente, condiciones de ordefa, alimentacion del
ganado, proceso de fabricacidén, condiciones de almacenamiento, entre otros
(Gobbetti et al., 2018). En el presente trabajo se realizé la identificacion molecular
de bacterias y hongos del queso Crema de Chiapas, a través del analisis de
metagenomica de amplicones, con la finalidad de registrar los cambios en las

poblaciones microbianas durante la maduracion del queso.

3.4. Materiales y metodologia
3.4.1. Obtencion 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 dias consecutivos, cada lote de
queso se dejo madurar por diferentes tiempos T1 =2, T2 =29y T3 = 58 d, con tres
repeticiones cada uno (un queso se consider6 una unidad experimental) las
muestras se obtuvieron de la queseria San Juan localizada a 15° 43' 39.9354" latitud

Las muestras fueron transportadas via terrestre (12 h) a temperatura ambiente al
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laboratorio de Lacteos de la Universidad Auténoma Chapingo y almacenadas a los

tiempos correspondientes a 22 °C.

3.4.2. Analisis fisicoquimico de queso Crema de Chiapas

En el analisis fisicoquimico se considero la determinacion de proteina, grasa, solidos
totales y NaCl utilizando el equipo FoodScan™ Lab (FOSS Analytical AB, Hillerad,
Dinamarca). Las variables de humedad (Wilster et al., 1940) y ceniza (Zajac et al.,
2023) fueron determinadas por método gravimétrico. Por otro lado, para la
determinacién de actividad de agua (aw) se utilizdé el instrumento AQUA LAB
(Decagon Devices, Pullman, WA) (Oztiirk y Akin, 2018). Para medir el pH se
utilizaron 10 g de queso considerando el método descrito por Altahir et al. (2014) y
con el potenciometro Conductronic PH120 (Puebla, México). La determinacion de
carbohidratos (CHO'S) se realizé por diferencia utilizando la siguiente Ecuacion (1),
como lo describe Tamime et al., (1999): CHO'S (%) =Sdlidos totales (ST %)-(grasa
%+proteina %+ceniza %) Ecuacion (1).

3.4.3. Analisis microbiolégico

Para los analisis microbioldgicos se utilizaron seis bloques de queso (n=6) de tres
lotes diferentes, dos repeticiones de cada uno, de donde se tomo una porcién de 10
g del interior de cada bloque (Vasek et al., 2008) y se homogenizé con 90 mL de
agua peptona estéril al 0.1 % (Campos et al.,, 2020). El conteo de bacterias
mesofilas aerobias se realizd de acuerdo a la NOM-092-SSA1-1994. Para la
determinacién de hongos y levaduras se siguié la NOM-111-SSA1-1994, |la siembra
en cultivo se realiz6 en medio Agar Papa Dextrosa (por sus siglas en inglés PDA) a
una temperatura de incubacion de 25 + 1 °C por un periodo de 5 dias. 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. Extraccion de ADN
Se extrajo ADN de seis quesos como se indicé en la seccidn 3.4.3. Posteriormente,
las extracciones de dos quesos que pertenecian al mismo tiempo fueron mezcladas.

Cada uno de los quesos se colocd en un mortero y se agregd nitrégeno liquido. Este
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se molid hasta obtener particulas muy finas cuidando que la muestra no se
calentara. A continuacion, se pesaron 0.1g de queso y se siguio el protocolo de
extraccion del kit de minipreparacion de ADN ZymoBIOMICS (California, EE. UU.).
Los pasos para la extraccion fueron, lisado de los microorganismos contenidos en
el queso mediante el uso de proteinasa K, perlas y solucién de lisis; el ADN fue
precipitado y quedd en el tubo Zymo-Spin ™III F; el ADN se lavo con los buffers 1y
2; enseguida se resuspendio en buffer; en una tercera columna Zymo-Spin™IlI-HCR
el ADN fue purificado. Se colocd una alicuota de 2uL de ADN y se midié la
absorbancia con un nanoDrop UVS-99 (Avans Biotechnology, Taipei, Taiwan,

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

3.5. Analisis estadistico

3.5.1. Anadlisis estadistico fisicoquimico y microbiolégico

Se aplico la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov utilizando el programa
NCSS 2007 (NCSS LLC, Kaysville, Utah, USA), para las variables pH, aw, humedad,
proteina, grasa, ceniza, sal, ST, CHO'S, conteos de mesofilos y de hongos y
levaduras en tres tiempos de maduraciéon. Para los datos que mostraron tener una
distribucion normal, se utilizd6 el analisis de varianza aplicando un Disefio
Completamente al Azar (DCA) con un a = 0.05. La comparacion de medias se llevd
a cabo mediante la prueba de Tukey-Kramer con un nivel de significancia de 0.05
en el programa estadistico MINITAB 2017 (Minitab, LLC, Pine Hall Road, PA, USA).
Por otro lado, cuando los datos no tuvieron una distribucion normal, se utilizd la
prueba estadistica de Kruskall Wallis (Xia, 2020). La comparacién de medias se
llevd 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 estadistico XL-STAT
2019 (XL-STAT, LLC, Rue Damrémont, Paris, Francia).

3.5.2. Analisis bioinformatico de metagenémica

Se utilizo la secuenciacion de amplicones ocupando las regiones V3 y V4 del gen
16S en la identificacion de bacterias e ITS1- ITS2 para hongos y levaduras. La
secuenciacion se realizo en la plataforma lllumina. La verificacién de la calidad de

las secuencias se llevo a cabo utilizando MultiFastQC de la Comunidad Galaxy (The
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Galaxy Community, 2022) Por otra parte, la eliminacion de adaptadores se realizé

con la herramienta trimmomatic.

El programa Flash v1.2.11(https://ccb.jhu.edu/software/FLASHY/) se utiliz6 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 realizé6 la clasificacion de perfiles
taxonémicos utilizando el programa Parallel-Meta Suite version 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 graficas
de abundancia relativa (AR); se calcularon los indices de Shannon, Simpson y

Chao1 y se construyeron los diagramas de Venn.

3.6. Resultados y discusion

3.6.1. Analisis fisicoquimico del queso Crema de Chiapas

Las variables pH, aw, proteina (%), sal (%), ST (%), CHO’S (%) y los conteos de
mesofilos en los diferentes tiempos de maduracidn presentaron una distribucion
normal (datos no mostrados). Por otro lado, las variables humedad, grasa, ceniza,
conteo de hongos y levadura tuvieron una distribucion no normal (datos no

mostrados).

Los resultados del analisis estadistico se muestran en el Cuadro 5. En las muestras
analizadas, el pH no tuvo diferencia estadistica significativa durante la maduracién
y oscilé 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 Simon da Costa envasado al vacio (Franco et al., 2023). Esto se debe a
que la velocidad de las reacciones de fermentacion de la lactosa, protedlisis y

lipdlisis 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 Simoén da Costa envasado al vacio (Franco et al., 2023) y queso

Gouda (Alvarez Ramos et al., 2022). La aw 6ptima para el crecimiento de la mayoria
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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 estadistica
significativa durante la maduracion 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
maxima. En queso semiduro madurado sumergido en aceite (Levak et al., 2023),
queso San Simon da Costa madurado con y sin envasar al vacio (Franco et al.,
2023) y queso Cheddar de vaca almacenado a 4°C (Batool et al., 2018) no hubo

variacion en la humedad a lo largo del tiempo de maduracion.

En las muestras de queso analizadas se observo una disminucidn en tres variables:
solidos totales, proteina y sal (Cuadro 5). En queso Orgl (Celik & Turkoglu, 2007) y
queso Feta griego (Tzora et al., 2021) disminuyeron la cantidad de solidos totales y
proteina con la maduracion, mientras que en queso blanco turco decrecio la proteina
con la maduracion (Bakirci et al., 2012). Los valores de proteina en las muestras de
estudio disminuyeron de 27.81 a 22.87 % a lo largo del tiempo de maduracién, esto
debido a que las reacciones de degradacién ocasionan disminucién en el contenido
de proteina y solidos totales en queso (Celik & Turkoglu, 2007). Por otro lado,
Prasad & Alvarez, (1999) reportaron que en queso Feta la sal disminuy6 con la
maduracion y esto se atribuyo a la interaccion entre la concentracion 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 mostré diferencia estadistica a lo largo del tiempo de
maduraciéon, este comportamiento coincide con lo reportado en queso Tulum
(Oztiirk & Akin, 2021), queso San Simoén da Costa envasado al vacio (Franco et al.,
2023) y en queso de cabra debido a la disminucion de la lipdlisis ocasionada por la
actividad lipolitica limitada de las BAL (Guizani et al., 2006).
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Cuadro 5. Analisis fisicoquimico de queso Crema de Chiapas en diferentes etapas
de maduracion.

Variables 2 dias 29 dias 58 dias

pH 3.6+0.00a% 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
Proteina (%) 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 (%) 3.544+9.90a 3.35%0.75a 3.58+0.08a
Sal (%) 2.73%20.24a 1.9940.11b 1.91+0.29b
Soélidos 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 estandar seguidas con distinta letra (a, b, c) en fila indican diferencia estadistica
entre tiempos (DMS, p < 0.05).

3.6.2. Analisis microbioldgico del queso Crema de Chiapas

En los quesos analizados en los tiempos T1 =2, T2 =29y T3 = 58 d no se observd
crecimiento de coliformes totales. En queso Chihuahua (Sanchez-Gamboa et al.,
2018), queso Canastra (Campos et al., 2021) y queso Gouda (Park et al., 2019) se
reportd que a medida que aumento el tiempo de maduracién disminuyeron los
coliformes, debido a la presencia de antimicrobianos como bacteriocinas, acidos
organicos tales como, lactico, acético, formico, propionico (Coelho et al., 2022),
etanol, H202, etc. Adicionalmente a los cambios fisicoquimicos del queso, tal como
la disminucion de pH, aw y humedad (Campagnollo et al., 2022; Sanchez-Gamboa
et al., 2018).

En el conteo de bacterias mesodfilas, no se observd diferencia estadistica
significativa en los tres tiempos de maduracion del queso crema de Chiapas, los
valores oscilaron entre 4.36 y 6.13 logio UFC g*'(Figura 7). Este comportamiento
coincide con lo reportado en queso Tulum (Hayaloglu et al., 2007), queso Gouda
(Park et al., 2019), queso Taga (Criste et al., 2020) y corteza del queso Torta del
Casar (Rodriguez-Pinilla et al., 2015). El grupo de microorganismos mesofilos
aerobios no esta contemplado en la NOM-243-SSA1-2010, si bien pudieran ser un
indicador de malas practicas de produccion, en el grupo también se encuentran las

BAL que son deseables en los productos lacteos (Romero-Castillo et al., 2009).
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Igualmente, para hongos y levaduras no se observo diferencia significativa durante
el proceso de maduracion (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 mas abundantes la aflatoxina B1 y el
aflatoxicol, provenientes de la harina de maiz adicionada a la masa para espesarla
(Carvajal-Moreno et al., 2019; Kure & Skaar, 2019). Sin embargo, los hongos y leva-
duras participan en la protedlisis y lipdlisis del queso contribuyendo a las
propiedades sensoriales (Zheng et al., 2021). Otro factor importante a considerar es
el ambiente durante el procesamiento o maduracion, el cual favorece el crecimiento

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

Microorganismos durante la maduracion .

7.00
a

HQ

6.00

5.00 a

log,  UFC gt

3.00

2.00

1.00

a
2 dias 29 dias 58 dias
Mesdfilos 5.94 6.13 4.36
Hongos y levaduras 5.61 5.35 0.00

0.00

Figura 7. Conteo de bacterias mesdfilas en queso Crema de Chiapas en tres
tiempos de maduracién (T1 =2, T2 =29y T3 = 58 d). Letras iguales indican que no
hay diferencia estadistica significativa (p>0.05).
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3.6.3. Metagenomica
3.6.3.1. Dinamica bacteriana en queso Crema de Chiapas durante la

maduracién

En los quesos se observo que el tiempo de 2 d es el que presentd 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 indices de Chao1, Shannon y Simpson los cuales se calcularon en
funcién de las especies y la abundancia de OTUs (Liu et al., 2020; Quijada et al.,
2020), entre mas altos fueron los indices, mayor fue la diversidad microbiana (Yin
et al., 2019). Asi mismo, se encontrd que la diversidad y riqueza bacteriana de las
muestras disminuyeron a lo largo del tiempo de maduracion, de acuerdo a los
indices de Shannon y Simpson, este comportamiento coincidié con lo reportado en
queso Parmigiano Reggiano (Bottari et al., 2020). Ademas, los indices de Shannon
y Simpson tuvieron una alta correlacion, ya que se derivaron de la misma férmula
(Cazzolla Gatti et al., 2020). Por otro lado, la diversidad de bacterias se expreso por
el indice Chao1 que aumento con el tiempo de maduracién alcanzando su valor mas
alto de 136.5 a los 58 d, este comportamiento fue similar en queso Cheddar

canadiense (Barzideh et al., 2022).

Durante el tiempo de maduracion 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 maduracion del
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69



queso ha sido reportado para queso Feta (Spyrelli et al.,, 2020), queso Mineiro
(Camargo et al., 2021) y queso verde bulgaro (Dimov et al., 2021); esto se relaciona
con los cambios en la matriz alimentaria que promueven la seleccion 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 bulgaro (Dimov et al., 2021); esto se relaciona con los cambios en la matriz
alimentaria que promueven la seleccion de especies microbianas y con los factores
ambientales que influyen en la dinamica microbiana durante la fabricacion vy
maduracién 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 mas abundante en el queso Crema de Chiapas, en los diferentes tiempos
de maduracion, fue Streptococcus, seguido de Lactobacillus y luego Lactococcus.
El primer género Streptococcus aumentd con el tiempo de maduracién, 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 maduracién (Aldrete-Tapia et al., 2014). En
el queso bola de Ocosingo se han encontrado especies de Streptococcus,
Lactobacillus y Lactococcus que varian de acuerdo a la temporada (lluvias y secas)
y a la queseria. 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 dinamica bacteriana es compleja debido a que los microorganismos establecen
interacciones entre ellos y tienen adaptaciones para resistir a la acidez como la
modificacion del exopolisacarido y para las condiciones de estrés osmotico y
presencia de sales biliares modifican la proporcidén de acidos grasos de la
membrana (Gaucher et al., 2019). En el queso se observé que a medida que

aumento el género Streptococcus hubo una disminucion en el género Lactobacillus.
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Esto coincide con lo reportado en queso Sao Jorge (Coelho et al., 2023) y en quesos
irfandeses y griegos (Kamilari etal.,, 2022). Por otra parte, se encontraron
correlaciones negativas para los pares  Streptococcus-Enterococcus,
Streptococcus-Lactococcus 'y Streptococcus-Lactobacillus, en este ultimo, el
Lactobacillus metabolizé el nitrdgeno que requeria el Streptococcus (Aldrete-Tapia
et al., 2018; Kamilari et al., 2022; Coelho et al., 2023).
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Figura 9. Abundancia relativa de bacterias en queso Crema de Chiapas durante la
maduraciéon (T1=2,T2=29y T3 =58 d).

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

disminuy6 el género Enterobacter. La relacion 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, concentracion de
sal y temperatura de maduracién. Otros investigadores reportaron el
desconocimiento del mecanismo por el cual los Streptococcus inhiben el crecimiento
de Enterobacter en queso, lo cual podria 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 produccion de

mutanobactina que degrada la envoltura celular (Robertson & Willett, 2023).

En el queso Crema de Chiapas se descubriéo al género Lactobacillus como el
segundo mas 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 mostré en queso Feta griego (Tzora et al.,

2021) y queso Parmigiano Reggiano (Bottari et al., 2020).

El género Lactococcus fue el tercero mas 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 optimo fue de 6.5 (Andersen et al., 2009). El
queso Crema de Chiapas se almacen6 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 podrian contribuir a las
propiedades sensoriales del queso Crema de Chiapas, a lo largo del proceso de
maduracion. Tal como ha sido reportado en queso Historic Rebel, en el cual se
correlaciond 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-

Garcia et al., 2023) y especiado (Qian y Burbank, 2007), 3-hidroxi-2-butanona se
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relaciona con un olor mantecoso (Carpino etal., 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-Garcia
et al., 2023). En queso tipo Cantal se correlacion6 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 (lanni et al., 2020). En suero de queso Pelardon, el género Lactococcus
se relacion6 con la produccion de acido acético, acido lactico y 3-hidroxibutanona
(Marino et al., 2019). En queso Kazajo se correlacioné 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 maduracion 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
(Duraes-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
citotoxica (alt) + enterotoxina termolabil citotdxica (act)" para ocasionar diarrea
grave en humanos (Hammad et al., 2018). Sin embargo, estas bacterias pueden ser
eliminadas con la pasteurizacion (Durédes-Carvalho et al., 2012; Castellanos-Rozo
et al., 2020).

El género Enterobacter se encontro en el primer tiempo de maduracion y disminuyé
durante el proceso de maduracién 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 maduracion del queso (Tabla et al., 2016).
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En los tiempos T2 =29 y T3 = 58 d se encontré al género Chyseobacterium, el cual
ha sido reportado en queso Idiazabal y fue asociado con la queseria en la que se
elaboré el queso. La frescura de este queso ha sido correlacionada con la
produccion de compuestos volatiles 2-propen-1-ol se relaciona con notas de olor
picante y a mostaza y butanoato de pentilo con notas de aroma afrutado, dulce, pifia
y platano (Santamarina-Garcia et al., 2023). El género Chyseobacterium se ha
reportado frecuentemente en productos lacteos, 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 (Delbés etal., 2007) y en queso Fontina (Giannino etal.,, 2009). El
Chyseobacterium, por un lado, ha sido relacionado con el deterioro del queso y por
otro lado, aporta propiedades sensoriales mediante su actividad proteolitica y/o

lipolitica (Giannino et al., 2009).

Otro género importante encontrado en el tercer tiempo de maduracion 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 distribucion de las 213 OTUs obtenidas entre los diferentes tiempos
de maduracion, se construyd 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 maduracién. El mayor numero (n = 28) de OTUs
unicas se ubico en el tiempo de maduracion de 58 d y el menor numero (n = 22) de
OTUs unicas se observd para el T1, este comportamiento en el T3 se podria
relacionar con un menor contenido de NaCl, lo cual favorecio la presencia de
bacterias que podrian afectar la calidad del alimento al generar compuestos
desagradables (Tidona et al., 2022). En un queso modelo se reporté que la cantidad
de cepas especificas de bacterias pueden aumentar o disminuir por la reduccién del
contenido de sal (Dugat-Bony et al., 2016). Sin embargo, en queso Crema de
Chiapas los géneros de BAL tales como: Streptococcus, Enterococcus vy

Lactobacillus se encontraron en el T3. Los OTUS compartidos pueden brindar
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informacion de posibles bacterias que pueden ser seleccionadas como cultivos
iniciadores y también de bacterias patdogenas que prevalecen a lo largo de la
maduracién. Sin embargo, las bacterias mas especificas de cada tiempo

contribuyen a las caracteristicas unicas del queso en cada tiempo de maduracién.
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Figura 10. Diagrama de Venn que muestra el numero de OTU especificas y
comunes (OTU 102) entre tres tiempos de maduracion de queso Crema de Chiapas
de leche cruda de vaca construido con las secuencias sin aplicar un parametro de
selecciéon para OTUS que se encuentran en poca abundancia.

3.6.3.2. Dinamica de hongos y levaduras en queso Crema de Chiapas

En la Figura 11 se observa que los indices de Chao1, Sannon y Simpson mostraron
que a medida que transcurrio el tiempo de maduracion incremento la diversidad y
riqueza de especies, alcanzado un valor maximo 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 bulgaro los valores de los indices

Chao1 y Sannon aumentaron con respecto al tiempo de maduracion.
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En queso Crema de Chiapas se identificaron ocho especies de hongos y dos
levaduras a lo largo del proceso de maduracion. En T2 d las cepas mas abundantes
fueron S. cerevisiae, C. versatilis, C. tropicalis y C. etchellsii. En el tiempo de 29 d
las especies mas abundantes fueron C versatilis, Candida kruissii, C etchellsii,
Phaeoacremonium hungaricum y Pichia sin clasificar. En el tiempo de 58 d las
especies mas abundantes fueron C, versatilis, C. Kruisil, C. etchellsii, Candida
tropicalis, Phaeoacremonium hungaricum, Pichia (sin clasificar), Trichosporon
debeurmannianum, Malassezia furfur, S. cerevisiae y C. parapsilosis. Se observo
un mayor numero de especies de hongos a medida que se incremento el tiempo de
maduracién, este comportamiento es similar a lo reportado en queso Cantal (Frétin

et al., 2022) y queso Vorarlberger Bergkase austriaco (Quijada et al., 2020).

Por otro lado, en queso Serro Minas la mayor diversidad de levaduras fue reportada
alos 3 d, en temporada de lluvias (Cardoso et al., 2015). Los géneros mas 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 mas abundantes fueron Galactomyces, Saccharomyces y

Scheffersomyces (Murugesan et al., 2018).

En las muestras, las tres cepas mas abundantes de hongos en los tres tiempos de
maduracion fueron C. versatilis, C. etchellsi y C. tropicalis. En el queso, la primera
especie fue la mas abundante y variable durante la maduracion. En queso
Vorarlberger Bergkase, el género Candida fue abundante al inicio de la maduracion
y con el tiempo disminuyé (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).
Ademas, 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 contribuy6 al desarrollo de sabores asociados (Zhang et al.,

2020). C. etchelsi fue la segunda cepa mas abundante en los tres tiempos evalua-.
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Figura 11. Grafica de diversidad alfa expresada en indices, Chao, Shannon y Simpson para tres tiempos de maduracién

(T1, T2 y T3) del queso Crema de Chiapas con la regién ITS.
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los tres tiempos evaluados pero su abundancia se redujo con la maduracion. Esta
cepa se ha reportado en queso Cotija (Chombo-Morales et al., 2016) y en queso
Taleggio fue mas variable durante la maduraciéon (Giannino et al., 2011). En
queso Vorarlberger Bergkase, el género Candida fue abundante al inicio de la
maduracion y con el tiempo disminuy6 (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. efchelsi es la segunda cepa
mas abundante en los tres tiempos de maduracion, cuya abundancia se redujo
al transcurrir la maduracion 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 mas abundante e incrementa con el tiempo
de maduracion. 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). Ademas, Dinika et al., (2019) reportaron que durante la fermentacion de
suero de queso Mozzarella con esta cepa se hidrolizaron péptidos que contenian
principalmente Asp, Glu, Thr, Val, lle y Lys, los cuales se asocian a la biosintesis

del glutamato.

Respecto a las levaduras, S. cerevisiae presento el valor mas alto de AR (0.44),
en T1 (Figura 12). Esta levadura se ha identificado en queso Frescal (Gongalves
etal.,, 2020), en queso Gorgonzola y en queso Danbo, reportandose la
produccion de aldehidos y alcoholes ramificados (S@rensen etal., 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
maduracioén. P. hungaricum en queso Crema de Chiapas se encontré en el tiempo
de 58 d de maduracién, este género no ha sido reportado en quesos. Sin
embargo, se han aislado del medio ambiente, plantas lefiosas enfermas, madera,
vid, humanos con infecciones feohifomicéticas, larvas de escarabajos de corteza,

artrépodos y del suelo (Gramaije et al., 2015).

El género Pichia se encontro en el tercer tiempo de maduracion con una AR de
0.06 (Figura 12). Este comportamiento fue opuesto a lo que se reportdé en queso
Fossa, en el cual Pichia occidentalis se encontro en el ambiente donde se elaboro
el queso y disminuyd con la maduracion (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 observé que dependiendo

de las cepas se obtienen diferentes perfiles de aroma (Xiao et al., 2020).

En el queso Crema de Chiapas se encontrd Trichosporon debeurmannianum en
el tiempo de maduracion T3. Este género se reporté en leche cruda y queso
Quebec (Lavoie et al., 2012). Su presencia indicd6 contaminacién, ya que esta
especie se asocia con muestras clinicas de pacientes con infecciones urinarias
(Nath etal.,, 2018), infeccion de pie diabético (Yoo etal.,, 2022), ampulas
micoticas (Noy et al., 2020). Este hongo también ha sido reportado en el medio
ambiente, piel, tracto intestinal y vagina (Colombo etal.,, 2011). El género
Trichosporon utiliza diferentes carbohidratos y fuentes de carbono y ademas

degrada la urea, pero no es fermentativo (Colombo et al., 2011).

En el queso estudiado se encontré Malassezia furfur en el T3 (Figura 11), no es
comun en queso, sin embargo, el género Malassezia es dependiente de lipidos
(Cafarchia et al., 2011). Se ha reportado que el género Malassezia crece de 33 a
41 °C en condiciones aerdbicas o anaerdbicas y con baja disponibilidad de
nutrientes (Spatz & Richard, 2020). Malassezia furfur se reportd en la piel de

humanos (Gaitanis et al., 2009) y en leche materna (Boix-Amorés et al., 2017).
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Candida parapsilosis en el queso analizado se identificé en baja abundancia en
el T3. Esta cepa favorecio 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).
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Figura 12. Abundancia relativa de hongos y levaduras de queso Crema de
Chiapas en la maduracién.

Para evaluar la distribucion de las 72 OTUs obtenidas entre los diferentes tiempos
de maduracion, se construyé 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 maduracién. EI mayor numero (n=13)

de OTUs unicas se ubicé en los tiempos de maduracion de 2 y 58 d y el menor
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numero (n = 6) de OTUs unicas se observo para el tiempo (T2) de 29 d. El nimero
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 condicidon
(Plemenitas et al., 2014). Por otro lado, se mostrd que la cantidad de especies es
menor en el T2 al no haber modificaciones en las caracteristicas fisicoquimicas.
Podriamos suponer que las bacterias presentes en este tiempo podrian 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 antifungicos tales como:

acido lactico, acético, succinico, propiénico, férmico y butirico.

T2

count

Figura 13. Diagrama de Venn que muestra el numero de OTUs especificas y
comunes (OTU 30) entre tres tiempos de maduraciéon de queso Crema de
Chiapas de leche cruda de vaca construido por los OTUs crudos sin aplicar un
parametro de seleccion.
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3.7. Conclusiones

La microbiota del queso Crema de Chiapas se modifico durante el tiempo de
maduracién. Las bacterias acido lacticas predominaron durante la maduracién
del queso, sin embargo, las abundancias fueron diferentes durante los tres
tiempos de maduracién, debido a que las caracteristicas fisicoquimicas del queso
y las relaciones entre microorganismos favorecieron o limitaron el crecimiento de
determinados géneros, este mismo comportamiento fue observado para hongos
y levaduras. Asi mismo, se encontraron géneros de bacterias potencialmente
patdgenas y hongos perjudiciales para el humano. Los microorganismos son
indicadores del manejo que se tuvo desde la ordefa, procesamiento y
conservacion del queso; su presencia otorga caracteristicas unicas al queso.
Comparar la dinamica bacteriana, de hongos y levaduras permite identificar
posibles peligros para el consumidor durante la maduracién del queso, generar
nuevos cultivos iniciadores y descubrir microorganismos no cultivables. Este
trabajo, junto con otros similares, podra alimentar bases de datos con informacion
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 hidrdlisis de las proteinas de la leche y productos lacteos, se ha
demostrado que se generan péptidos con actividades biologicas. El objetivo de
este trabajo fue determinar la actividad antimicrobiana y antiinflamatoria de
extractos de queso Crema de Chiapas durante tres tiempos de maduracion (T1
=13, T2 =47 y T3 = 81 dias) utilizando un método espectroscopico. Los extractos
de queso en los tiempos T1 y T2 tuvieron los valores mas altos de actividad
antimicrobiana contra Listeria innocua ATCC3309 (39.38 y 50.94 %,
respectivamente). Por otro lado, los extractos de queso en los tiempos T1y 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 T2y 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 pg/mL de equivalentes de DS. Los extractos
acuosos son fuente potencial de compuestos con actividad antimicrobiana y
antiinflamatoria.

Palabras clave: queso, actividad biologica, tiempo, queseria.

Tesis de Doctorado en Ciencias Agroalimentarias, Universidad Auténoma Chapingo.
Autor: M.C. Blanca Nayelli Ocampo Morales
Director de tesis: Arturo Hernandez Montes, PhD
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ANTIMICROBIAL AND ANTIINFLAMMATORY ACTIVITY IN
EXTRACTS OF CHIAPAS CREAM CHEESE.

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 pyg/mL of DS equivalents. Aqueous extracts are potential
source of compounds with antimicrobial and anti-inflammatory activity.

Key words: cheese, biological activity, time, cheesemaking.

Doctoral Thesis in Ciencias Agroalimentarias, Universidad Autonoma Chapingo
Autor: M.C. Blanca Nayelli Ocampo Morales.
Advisor: Arturo Hernandez Montes, PhD.
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4.3. Introduccion

En México la produccion de queso se concentra en las regiones lecheras de
Jalisco, Guanajuato, Chihuahua y Chiapas (USDA, 2024). El consumo anual per
capita de quesos artesanales elaborados en México oscila entre 2.1 y 6 kg/ano
(Gonzalez-Cordova et al., 2016). El queso Crema de Chiapas se elabora a partir
de leche cruda y los pasos para su elaboracién son: reposo de la leche cruda,
adicion 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-Toala etal., 2022), actividad antimicrobiana
(Wong-Villarreal et al., 2021), actividad inhibidora de la enzima convertidora de

angiotensina (ECA) y antioxidante (Gonzalez-Gonzalez et al., 2019).

Durante la maduracién del queso ocurren procesos como la glucdlisis, lipdlisis y
protedlisis. Luo et al., (2023) han reportado que las bacterias acido lacticas (BAL)
en la glucdlisis produjeron principalmente energia en forma de ATP y NADH, y
subproductos tales como acidos organicos, alcoholes y gases. En la lipdlisis en
queso se han generado precursores de compuestos aromaticos 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 hidrdlisis de proteinas rompe los enlaces peptidicos y
libera péptidos que contienen de 2 a 50 aminoacidos. Los péptidos liberados en
quesos han originado notas de sabores dulces debido a la presencia de
aminoacidos tales como: Trp, Leu, Phe, His, lle y Val (Bassoli et al., 2014;
Temussi, 2012); el sabor amargo que también se ha reportado, se debe a la
acumulacion de péptidos hidrofobicos cortos (McSweeney, 2007). Los péptidos
obtenidos a partir de lacteos han demostrado tener diversas bioactividades tales
como: antihipertensiva, antitromboética, anticolesterolémica, antioxidante,
antimicrobiana, antiinflamatoria (Tagliazucchi et al., 2019), inmunomoduladora
(Rangel et al., 2023) y antiobesogénica (lwaniak & Mogut, 2020), por mencionar

algunas.
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Murray et al., (2022) han estimado que en el 2019 la resistencia antimicrobiana
provoco 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 generacion en generacion y transferencia horizontal
de genes (Tao etal, 2022a). Esto ocurre, mediante tres mecanismos:
transformacién con ADN libre; transduccién por bacteriéfagos; y conjugacion que
involucra plasmidos y elementos conjugativos integrativos (Liu et al., 2022). Por
lo anterior, el descubrimiento de nuevas moléculas antimicrobianas es
importante; Xuan etal.,, (2023) reportd 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
multiples mecanismos de accion, con lo cual se reduce la probabilidad de que las
bacterias adquirieran multiples 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 multiples

mutaciones a lo largo del tiempo, para adquirir la adaptacion.

Por otra parte, la muerte celular y la inflamacion estan interconectadas (Tao et al.,
2022b), durante este proceso inflamatorio ocurre la necrosis, principalmente por
la desnaturalizacién de proteinas (Miller & Zachary, 2017). Los péptidos liberados
en leche fermentada han demostrado tener actividad antiinflamatoria (Aguilar-
Toala 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 maduracion del Queso Crema de Chiapas.
4.4. Materiales y métodos

4.4.1. Actividades biologicas
4.4.1.1. Obtencion de extractos
Los extractos se obtuvieron de quesos de dos queserias, Queso Vaquero® y

Queso Santa Cruz® durante tres tiempos de maduracion T1 =13, T2 =47y T3
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= 81 d, con tres repeticiones cada uno (n = 18 unidades experimentales) para
actividad antiinflamatoria; para actividad antimicrobiana se wusaron 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 incubd a 40 °C en una parrilla (Thermo Fisher Scientific, MA,
EE. UU) con agitacion 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
8000xg durante 15 min a 4 °C; entre centrifugaciones, se filtré la fase acuosa a
través de una capa de algodon estéril. El pH del sobrenadante o fase acuosa de
la primera centrifugacion se ajusté a 4.5, adicionando NaOH 1 M y HCI 1 M.
Después de la segunda centrifugacion, el sobrenadante se filtré 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 concentracion de proteina total se determind en el extracto acuoso mediante
el método de Bradford (1976); para la preparacion 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 solucién se le anadieron 100 mL de acido
fosférico al 85 % (p/v) y finalmente se aforé con agua destilada a un volumen final
de 1 L. En cada pozo de la microplaca se colocaron 10 yL de muestra y 190 uL
del reactivo de Bradford, después de 5 min se midi6é absorbancia a 595 nm en un
SpectraMax M3 (Molecular Devices, USA). El blanco consistié en mezclar
extracto acuoso con agua destilada. Se prepard una curva con albumina 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 determinacién de la actividad antiinflamatoria se realizé con los extractos que
fueron filtrados a través de papel Whatman No. 42, de acuerdo a la metodologia
descrita por Aguilar-Toala et al., (2017). Se mezclaron 25 pL de albumina (Sigma
Aldrich, Missouri, EE. UU), 350 puL de tampédn fosfato salino (PBS) a pH 7.2y
concentracion de 0.1 M, y 250 puL de muestra (extracto acuoso). Para el control,
la muestra se sustituyé por PBS. La mezcla se pre-incubd a 37 °C durante 15
min, enseguida la proteina contenida en la mezcla de reaccion se sometié a
condiciones desnaturalizantes, manteniendo la mezcla de reaccién a 70 °C
durante 5 min. Después, la muestra se enfrié en bafio de hielo durante 5 min y
se registré la densidad 6ptica a 600 nm usando un equipo SpectraMax M3
(Molecular Devices, USA). Se prepard una curva estandar de nueve puntos (O,
200, 400, 600, 1000, 1200, 1600, 1800 y 2000 pug/mL) usando diclofenaco sddico

(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 Autbnoma 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 recomendé Heredia-Castro et al., (2015) y para la tercera cepa como lo
mencionaron Rodriguez-Figueroa et al., (2013) y Aguilar-Toala et al., (2019). Los
medios utilizados fueron los descritos por Torres-Salas et al., (2021), E. coli K12
se cultivé en caldo nutritivo (Bioxon, Becton Dickinson de México, S. A. de C. V),
L. innocua ATCC3309 se inoculé 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 caseina (Bioxon, Becton
Dickinson de México, S. A. de C. V) y M. luteus CDBBB1018 se sembré en cde
infusidon cerebro corazén (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. coliK12 se resembro 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. coliy L. innocua
contenian 1 x108 UFC/mL y M. luteus tenia 1 x10” UFC/mL.
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En los extractos acuosos, se elimind el efecto antimicrobiano de los acidos
organicos neutralizandolos con NaOH 1M (Sezer y Guven, 2009). El efecto del
peréxido de hidrogeno se inhibié adicionando 0.1 mg/mL de catalasa de higado
de bovino (Sigma Aldrich, Missouri, EE. UU) y se incubé a 25 °C durante 90 min.
Posteriormente, la catalasa se inactivo calentando el extracto a 60 °C durante 10
min (Sezer y Guliven, 2009). Por otro lado, el efecto antimicrobiano debido a
proteinas se suprimié agregando una disolucion de 0.1 mg/mL de proteinasa K
de Tritirachium album (Sigma Aldrich, Missouri, EE. UU.) a las alicuotas
procedentes de la neutralizacion del pH y de la eliminacion de perdxido; se incubd
a 37 °C durante 2 h y se inactivé calentando los extractos a 60 °C durante 10 min.
Posteriormente, se mezclaron 100 yL de cada uno de los extractos tratados con
100 uL de cada cultivo de cepa en la etapa de crecimiento en fase exponencial,
en una microplaca se incubaron durante 3 h a 37 °C y se midi6 la absorbancia a
600 nm (Pritchard et al., 2010). La actividad antimicrobiana se calculé con la

siguiente Ecuacion (2):

Inhibicién del crecimiento (%)=100-3x 100 ........... Ecuacién (2)

Donde:

A= Absorbancia a 600 nm después de 3 h de incubacién 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

incubacion.

4.5. Analisis estadistico

Se aplicé la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov a los datos, y al no
seguir una distribucion normal (datos no mostrados), se utilizd la prueba de
Kruskall Wallis empleada para determinar diferencia entre mas de dos muestras
(Theodorsson-Norheim, 1986). Esta prueba es la version no paramétrica del
ANOVA de una via (McKight & Najab, 2010), y para las diferencias entre
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queserias se utilizé la prueba de Mann-Whitney que es la versién no paramétrica
de una prueba t-Student (Xia, 2020), con un a = 0.05. El programa utilizado fue
XLSTAT 2023 (Lumivero, Nueva York, EE. UU.).

4.6. Resultados y discusién

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 comparacion de medias de las actividades
antimicrobianas de los extractos de queso para L. innocua mostré 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 T1y T2 como
se observa en el cuadro 6. Sin embargo, en el estudio realizado por Torres-Salas
et al., (2021) en queso afejo de Zacazonapan el tiempo con 0 d de maduracion
presento 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-Toala 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 especificas de
Lactobacillus spp aisladas de queso Crema de Chiapas tuvieron actividad
antimicrobiana contra L. monocytogenes ATCC19115. Durante la maduracién del
queso la hidrdlisis de la caseina es producida por proteasas y peptidasas de la
leche, cultivo iniciador, cuajo, microorganismos que se adquieren del ambiente,
fabricacion y maduracion (Banihashemi et al., 2020; Fox, 1989) por mencionar

algunas.

En este estudio se observé que la actividad antimicrobiana disminuy6 en el ultimo

tiempo de maduracion. Rizzello etal., (2005) informaron que la actividad
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antimicrobiana disminuyé a medida que transcurrié el tiempo de maduracion, esto
debido a que una protedlisis intensa puede causar la ruptura de secuencias
biolégicamente activas. Demers-Mathieu et al. (2013) encontraron que el extracto
enriquecido con péptidos aniénicos obtenidos a partir de proteinas de suero de
leche disminuyo el crecimiento de L. innocua a los 7 d y L. monocytogenes a los

19 d debido a una mayor hidrolisis.

Cuadro 6. Comparaciones multiples por pares para las actividades antimicrobia-
nas en extractos de queso para L. innocua ATCC3309 a diferentes tiempos de
maduracion.

TIEMPO Media de rangos
(d)
81 2.500a
13 7.500b
47 9.500b*

2= 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 maduracion. En los
tiempos T1 y T2 la actividad antimicrobiana fue de 0 %, mientras que en el T3 se
encontré 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 maduraciéon (7.16 %). Aguilar-Toala et al., (2017)
reportaron que el extracto obtenido de leche fermentada con la cepa de
Lactobacillus 26 tuvo la mayor inhibicién 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
inhibicidn (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 maduracion (9, 23 y 30 dias) y contenian principalmente prolina. Finalmente,

la inhibicidn 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 maduracion,
formandose 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
inhibicion para M. luteus en el tiempo de 30 d de 20.22 % y para 180 d de 20.54
%.

Cuadro 7. Comparaciones multiples por pares para las actividades antimicrobia-
nas en extractos de queso para M. luteus CDBBB1018 a diferentes tiempos de
maduracion.

Tiempo Media

(d) de
rangos
13 3.500a
81 7.000ab
47 9.000b?

Z= |etras 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 pequenos en la
membrana y permitieron el transporte pasivo de moléculas hidréfilas con una
masa molecular >600 Da, como aminoacidos y azucares. 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
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interacciona con los péptidos cationicos. Malanovic & Lohner, (2016) informaron
que los péptidos antimicrobianos catidnicos se unen a acidos lipoteicoicos y otros

componentes cargados negativamente.

4.6.4. Comparacion entre queserias de la actividad microbiana del queso
crema de Chiapas

En los Cuadros 8, 9 y 10 se muestran los estadisticos 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 queserias (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 queseria con actividad antimicrobiana. Sin embargo, el
resultado puede deberse a la proximidad geografica de las queserias; el proceso
de elaboracién tiene poca variacion y las caracteristicas fisicoquimicas de la
leche podrian ser muy similares. Keyf et al., (2023) han reportado que, en queso
blanco de Turquia, el potencial de las bioactividades tales como: antioxidante,
inhibicion de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina, inhibicién de
la actividad a-amilasa y a-glucosidasa pueden variar dependiendo de la regidn
de produccion. Por otro lado, Helal & Tagliazucchi, (2023) han informado que la
hidrdlisis de proteinas es diferente entre tipos de quesos debido a factores tales
como: tecnologia utilizada, condiciones de elaboracion, tiempo de maduracion y

bacterias presentes, lo cual puede producir diferentes péptidos.

Cuadro 8. Prueba de Mann-Whitney para actividad antimicrobiana para Listeria
innocua ATCC3309 entre queserias.

U 18
Valor esperado 18
valor-p (bilateral) 0.948+=

2= p<0.05 indica diferencia estadistica entre
las medianas.
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Cuadro 9. Prueba de Mann-Whitney para actividad antimicrobiana para
Escherichia coli K12 entre queserias.

U 12
Valor esperado 18
valor-p (bilateral) 0.455*

Z= p<0.05 indica diferencia estadistica entre
las medianas.

Cuadro 10. Prueba de Mann-Whitney para actividad antimicrobiana para encon-
trar diferencia antimicrobiana entre los extractos de queso entre queseria cuando
se adiciona Micrococcus luteus CDBBB1018.

U 22
Valor esperado 18
valor-p (bilateral) 0.545*

2= p<0.05 indica diferencia estadistica entre
las medianas.

4.7. Andlisis de datos de actividad antiinflamatoria

Los valores promedios de las actividades antiinflamatorias en los tres diferentes
tiempos de maduracién fueron: para T1 de 44.83, T2 de 543 y para T3 fue de
576.33 pg/mL de equivalentes de DS. La prueba de Kruskal-Wallis indico
diferencia (p < 0.05) en las actividades antiinflamatorias de los extractos de queso
para los diferentes tiempos, formandose 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-Toala 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 ug/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 pg/mL de equivalentes de DS. Los mismos autores sefalan
que la actividad fue debida a que los péptidos derivados de productos lacteos al
unirse a la albumina de huevo le confirieron un efecto protector contra el calor y
pH, evitando que se alterara la estructura terciaria, al modificarse los puentes

disulfuro.
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Cuadro 11. Comparaciones multiples por pares de la actividad antiinflamatoria a
diferentes tiempos de maduracion del Queso Crema de Chiapas.

Tiempo Media de

(d) rangos
13 4.417a
47 11.250ab
81 12.833b?

Z= | etras diferentes en la misma
columna indican diferencias
significativas.

La actividad antiinflamatoria en queso Crema de Chiapas aumentd con la
maduracion. No hay informacion publicada para la actividad antiinflamatoria de
extractos de cualquier queso fresco 0 madurado con la técnica espectroscoépica
que se utilizé en este estudio. Sin embargo, Helal et al., (2023) descubrieron que
en queso Ras el numero de péptidos identificados disminuyo con el tiempo, a los
30 d se reportaron 905 péptidos y a los 180 d se encontraron 756 péptidos; los
péptidos mas abundantes a lo largo del tiempo de maduracion fueron los
provenientes de B-caseina y asi-caseina. Por otro lado, Oztiirk et al., (2022)
encontraron que durante la maduracidn del queso Tulum, los péptidos liberados
de as-caseina y [-caseina disminuyeron; y los péptidos de k-caseina

permanecieron estables.

Por otro lado, las actividades biologicas de péptidos hidrolizados de caseina de
queso dependen de las bacterias presentes en la maduracion del queso. Solieri
et al., (2020) distinguieron 44 péptidos en queso Parmigiano Reggiano, que se
originaron por bacterias acido lacticas (BAL). El género Lactobacillus es el mas
comun en la produccion de péptidos (Hafeez et al., 2014) debido a que contiene
mas de una proteinasa de la pared celular (CEP), las cuales son
preproproteinasas de ~ 2000 aminoacidos de 6 a 8 dominios funcionales (Solieri
et al., 2022). Sharma et al., (2020) encontraron en Lactobacillus cuatro paralogos
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 aminoacidos en cepas de Lactobacillus se atribuyen a una
combinacion de mutaciones y polimorfismos que afectan el nivel de expresion
genética, especificidad o actividad de las enzimas (Broadbent et al., 2011). Por

ello, los resultados seran diferentes dependiendo del tipo de queso.

Los estudios reportados, hasta ahora, en la literatura se han enfocado
principalmente en la actividad antiinflamatoria de cepas especificas en productos
lacteos. Streptococcus thermophilus utilizada para la fabricacion de productos
fermentados como yogur y queso tiene actividad antiinflamatoria a través de la
modulacién de mediadores proinflamatorios (Allouche et al., 2022). Lactobacillus
helveticus aislada de quesos italianos (Zago et al., 2021) y Propionibacterium
freudenreichii, un iniciador lacteo de queso tipo suizo, tuvieron actividad

antiinflamatoria en lineas 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 variacion en los procesos
de elaboracién entre queserias y a su proximidad geografica, como ya se
menciond anteriormente. También Moreno-Indias et al., (2009) determinaron que
en suero de queso elaborado industrialmente y en granjas queseras no se
encontraron diferencias en B y a lactoglobulina, relacionadas con actividad
antiinflamatoria (Yamaguchi et al., 2014; Bamdad et al., 2017). Por otro lado, la
alimentacioén del ganado modifica a los microorganismos del rumen y a la sintesis
de proteinas en la glandula mamaria (Alothman et al., 2019; Lima et al., 2023).
La cantidad y abundancia de las BAL presentes en las queserias varian durante
la elaboracion y maduracion del queso, lo cual afectara la cantidad y tipo de

péptidos (Korena et al., 2023).

Cuadro 12. Prueba de Mann-Whitney para actividad antiinflamatoria entre
queserias.

U 23.500
Valor esperado 40.500
valor-p (bilateral) 0.1407

Z= p<0.05 indica diferencia estadistica 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
inhibicion del crecimiento microbiano por los extractos de queso dependid del
tiempo de maduracion, presentandose las mayores inhibiciones a los 47 d. Por
otro lado, la actividad antiinflamatoria fue mayor a los 47 y 81 d de maduracion.
Entre queserias 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 mas estudios
donde se puedan identificar los mecanismos de accién de los péptidos, obtener
informacion sobre la relacion estructura-bioactividad empleando técnicas como
la resonancia magnética nuclear; y finalmente, la actividad biolégica de los

péptidos debera validarse con estudios in vivo.
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5. METABOLOMICA BASADA EN RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR DE QUESOS CREMA DE CHIAPAS.

5.1. Resumen

En el presente estudio se implementd un modelo discriminante para diferenciar
quesos -con denominacién “Queso Crema de Chiapas”- producidos en diferentes
tiempos de maduracion y obtenidos de dos proveedurias (Vaquero y Santa
Cruz.), por metabolomica basada en resonancia magnética nuclear (RMN) y
analisis estadisticos multivariados. El conjunto de datos consistié en dos matrices
metaboldmicas: i) seleccion de senales dentro de todo el rango de
desplazamientos quimicos (6'H) de los espectros de hidrégeno a una dimension
(1D-"H RMN) vy ii) seleccion de sefiales Gnicamente de la region de hidrogenos
aromaticos entre 6-9 ppm de §'H. El andlisis de datos se realizd mediante
métodos estadisticos multivariados no supervisados por analisis de componentes
principales (PCA) y analisis discriminantes supervisados por minimos cuadrados
parciales (PLS-DA) y analisis discriminante de estructuras latentes por
proyecciones ortogonales (OPLS-DA). También se obtuvieron dendogramas
entre variables, analisis por clusters (grupos) jerarquicos (HCA) y graficas de
variable que influye en la proyeccion (VIP) utilizando MetaboAnalyst. Se encontré
que los modelos PLS-DA y OPLS-DA donde se utilizé la region aromatica con
respecto a tiempo de maduracion y queseria fueron muy discriminantes. Se
encontraron 15 desplazamientos quimicos discriminantes por grafica de VIP en
tres tiempos de maduracion T1 =13, T2=47 y T3 = 81 dias. Los desplazamientos
mas discriminantes para queso Crema de Chiapas en la maduracién cuando se
utilizaron todos los desplazamientos quimicos: 3.21, 3.20, 1.74 y 1.75 ppm y
cuando se usoé la region aromatica 7.28, 6.75, 7.26 y 7.27 ppm. Por otro lado, los
desplazamientos quimicos que contribuyeron a separar queserias cuando se
utilizé todo el rango de desplazamientos correspondieron a 3.06, 3.54,2.78y 2.77
ppm y cuando se empled la regidn aromatica fueron 7.20, 7.20, 6.74 y 7.07 ppm.
En el T1 donde se utilizé la region aromatica y en queso Vaquero se encontraron
una mayor concentracion de metabolitos.

Palabras clave: quesos madurados, resonancia magnética nuclear, analisis
estadisticos multivariados.
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METABOLOMICS BASED ON NUCLEAR MAGNETIC
RESONANCE OF CREAM CHEESES FROM CHIAPAS.

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 (§'H) of the one-
dimensional hydrogen spectra (1D-"H NMR) and ii) selection of signals only from
the region of aromatic hydrogens between 6-9 ppm from §'H. 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.

Doctoral Thesis in Ciencias Agroalimentarias, Universidad Autonoma Chapingo
Autor: M.C. Blanca Nayelli Ocampo Morales
Advisor: Arturo Hernandez Montes, PhD
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5.3. Introduccién

La metaboldmica 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, acidos organicos, lipidos, péptidos, aminoacidos
(Selamat et al., 2021) y compuestos volatiles (Wu et al., 2022); asi 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 determinacién de diferentes bioactividades tales
como: antimicrobiana (Torres-Salas etal.,, 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,
exposicion a las radiaciones UV y presencia de proteasas (Tortorella et al., 2023).
Una soluciéon a esta problematica ha sido la liofilizacion de proteinas debido a
que les proporciona mayor estabilidad a la desnaturalizacion y precipitacion
(Emami et al., 2018). Sin embargo, la congelacion y deshidratacion pueden
provocar alteracion de la estructura de las proteinas (Emami et al., 2018). Para
evitar lo anterior, se propone el estudio de bioactividades en el extracto acuoso

utilizando resonancia magnética nuclear (RMN).

El espectrometro de RMN se compone de un iman 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 metabolémica con RMN tiene una
fase preanalitica que consiste en la recoleccion y preparacion de muestras,
adquisicion de datos y procesamiento de datos (Huang et al., 2022) utilizando
diferentes plataformas; para el analisis no supervisado se utiliza el PCA y para el
supervisado el PLS-DA y el OPLS-DA (Corsaro et al., 2022).

La metaboldémica utilizando RMN ha contribuido a conocer la composicion de

extractos de queso. En queso tipo Camembert reportaron sefiales con ' H RMN
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del agua, grasa y caseina durante la maduracion (Kharbanda et al., 2023). La
"H RMN se ha utilizado para diferenciar queso Parmigiano Reggiano (Cavallini
etal.,, 2023) y queso Graviera (Ralli & Spyros, 2023) por region de origen.
Kandasamy et al., (2020) encontraron en once tipos de quesos 29 metabolitos en
los tiempos de maduracion de 3 y 6 meses. En queso Fiore Sardo se observé
que los cultivos iniciadores producen un perfil metabolémico diferente (Piras
et al., 2013). Diferenciaron la movilidad de péptidos antimicrobianos a lo largo del
tiempo de maduracién (Torres-Salas et al., 2021). El presente trabajo tiene como
objetivo generar modelos discriminantes de extractos de queso en base al tiempo
de maduracion y a la queseria, con la finalidad de identificar los desplazamientos

que son mas discriminantes.

5.4. Materiales y métodos

5.4.1. Obtencion de extractos

Los extractos se obtuvieron de quesos de dos queserias Queso Vaquero® y
Queso Santa Cruz® durante tres tiempos de maduracion T1 =13, T2=47y T3
= 81 dias (d), con tres repeticiones cada uno (n = 18). La metodologia utilizada
para la extraccion fue la descrita por Torres-Salas etal.,, (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 incubd a 40 °C en una parrilla (Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU)
con agitacion 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 8000xg durante 15
min a 4 °C, entre centrifugaciones se filtr6 la fase acuosa a través de una capa
de algodon estéril. EI pH del sobrenadante o fase acuosa de la primera
centrifugacion se ajusto a pH de 4.5, adicionando NaOH 1 My HCI 1 M. Después
de la segunda centrifugacion el sobrenadante se filtré 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. Adquisicion "TH-NMR

Para todos los analisis de resonancia magnética nuclear de hidrogeno ("H-RMN),
se utilizaron 540 microlitros de extracto de queso que fueron homogeneizados
con 60 microlitros de agua deuterada (99.8 % de deuteracion de atomos de ?H )
(CAS No. 7789-20-0) para tener una proporcion de 90% solucion acuosa por 10
% de D20. Todos los experimentos se llevaron a cabo en un espectrémetro
Bruker Avance Ill HD de 600 MHz en frecuencia de observacion de hidrégeno,

equivalente a 14.1 Tesla de campo magnético.

Cada serie de experimentos RMN consistié en una primera adquisicién de un
espectro de hidrogeno a una dimension estandar cuantitativo (q{’"H}- RMN) con
los siguientes parametros: 4 transientes por adquisicion, un tiempo de
recuperacion entre transientes de 10 segundos, un tiempo de adquisicion 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{'"H}- RMN, se realizd6 un procedimiento de eliminacién de sefial de agua
mediante un procesamiento “excitation sculpting” basado en la eliminacién de
senal de agua por una excitacion selectiva de desfocalizaciéon de la sefial de agua
(Herbert-Pucheta et al., 2021; Lopez-Aguilar et al., 2021). Los parametros de
adquisicion de los espectros 'H-RMN por desfocalizacion selectiva (en adelante
mencionados como 'H- RMN-ES) se enuncian a continuacion: Ventana espectral
de 19.8 ppm (11904 Hz), un centro de ventana espectral de 6.175 ppm, tiempo
de adquisicién por transiente de 2.75 segundos, un total de 64 transientes y un
tiempo de recuperacion de magnetizacion entre transientes de 10 segundos; con
un tiempo experimental de 13 minutos con 30 segundos por cada experimento
'H- RMN-ES. Cada muestra se analizé por triplicado para poder desarrollar los

analisis estadisticos multivariados.

Las matrices RMN para los analisis estadisticos multivariados obtenidos a través
de seleccion de senales en (1) todo el intervalo de desplazamiento quimico o bien

(2) de unicamente las senales dentro del rango de 6-9 ppm que comprenden
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frecuencias 'H de hidrogenos aromaticos se obtuvieron con el software
NMRProcflow, versién 1.4.24 (Jacob et al., 2017).

5.4.3. Analisis estadistico

Se aplicé un pre-procesamiento de los datos que incluia la normalizacion por
suma, la transformacion (Log) y el autoescalado (centrado de la media dividido
por la desviacion estandar de cada variable). Las validaciones de los modelos
PCA, PLS-DA y OPLS-DA se realizaron con 100 permutaciones por analisis. La
fiabilidad del modelo, se evalué con bondad de ajuste (R?) y la bondad de la
prediccion (Q?). 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 version 5.0 (Pang et al., 2024).

5.5. Resultados y discusion

5.5.1. RMN para separar muestras por tiempo de maduracion

La Figura 14A se construyo a partir de la matriz de sefales de todo el rango de
desplazamientos quimicos, la region entre 0 y 15 ppm. El grafico de PCA explico
el 63.5 % de la varianza total. Los componentes principales CP1y CP2 explicaron
el 39.8 % y 23.7 % de la variacion, respectivamente. Por otro lado, en la Figura
14B, correspondiente al PCA a la region aromatica que se encuentra entre 4.80
a 9 ppm, presentd una explicacion de la variacion total de los datos del 58.1 %.
Los componentes CP1 y CP2 explicaron el 41.3 % y el 16.8 % de la variacion,
respectivamente. La separacion entre tiempos de maduracion T1 =13, T2=47y
T3 = 81 d fue deficiente cuando se utilizaron todas las sefales, debido a que no
se observo una separacion entre las elipses Hotelling con un nivel de confianza
del 95 %. El modelo obtenido con la regién aromatica mostré tener una mejor
explicacion debido a que tiene una mejor distribucion de las variables explicativas
y representa el 58.1 % de la varianza explicada. EI PCA no supervisado se utiliza
generalmente para organizar la matriz de datos de RMN y para determinar
correlaciones entre factores seleccionados y valores atipicos mediante la

obtencioén de frecuencias 'H discriminantes (Lopez-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 seleccioné la regién
aromatica (B). Biplots de la matriz de datos sin seleccion de regiones (C) y matriz
donde se selecciond la regidén aromatica (D).

En la Figura 14D se muestra que la matriz donde se utilizaron los compuestos
aromaticos tuvo mejor dispersion de las variables explicativas con respecto a la
matriz donde se usoé la matriz completa sin seleccion de sefiales. La gréafica de

biplots es considerada una regresién multivariada (Oyedele, 2021), un
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comportamiento que se espera para muestras agrupadas es la dispersion
(Greenacre, 2012).

El PLS-DA de la region completa Figura (15A) mostré discriminacion en los tres
tiempos de maduracién analizados T1 =13, T2 = 47 y T3 = 81 d; al analizar los
graficos de puntuacion de la varianza total de 56 %, el CP1 y CP2 explican el
321 % y 23.9 %, respectivamente. Por otro lado, el PLS-DA de la region
aromatica proporcioné discriminaciones a lo largo del tiempo de maduracién del
Queso Crema de Chiapas (Figura 15B). Al analizar los graficos de puntuacion de
la varianza total de 54.5 %, el CP1 y CP2 explican el 39.5 % y 15 %,
respectivamente. La region aromatica es altamente discriminante y tiene una
aproximacion a la varianza de la matriz con todas las regiones. La region
aromatica mediante '"HRMN se ha usado en bebidas tales como: jugos (Herbert-
Pucheta et al., 2021), vinos y mezcales (Lopez-Aguilar et al., 2021) donde ha
tenido un alto poder discriminante. Sin embargo, es conveniente realizar el
analisis de diferentes regiones y elegir la mas adecuada de acuerdo a la matriz

alimentaria.

La RMN permitié la separaciéon de quesos por tiempos de maduracién y esto se
puede identificar en parametros tales como: varianza (%), capacidad predictiva
total (Q?) y capacidad predictiva del ajuste matematico (R?). En la Figura 15C se
observa que el modelo explica una varianza de 90 %, Q?=0.95y R>=0.95. En la
Figura 15D la explicacién de la varianza total fue del 90 %, Q?=0.96 y R?=0.97
utilizando tres componentes principales. Lo anterior indica que, el modelo donde
se utilizé la region aromatica discrimina mejor que aquel que usa todas las

regiones.

La diferencia en composicion en el queso Crema de Chiapas a lo largo de la
maduracion, puede deberse a que ocurren cambios bioquimicos y modificaciones
en la abundancia relativa de microorganismos, que dan como resultado el
desarrollo del sabor y textura del queso (McSweeney, 2004). Diferentes rutas

metabdlicas se han identificado en los quesos durante la maduracion,
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principalmente lipdlisis, protedlisis y metabolismo de lactosa, lactato y citrato
(lanni et al., 2020).
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Figura 15. Proyecciones de PLS-DA ( A ) de la matriz donde se seleccionaron
las sefiales dentro de todo el rango de desplazamientos quimicos (6'H) y PLS-
DA (B ) obtenida de la matriz donde se selecciond la region aromatica.
Coeficientes R?X, R?Y y Q? observados y con validacion cruzada para PLS-DA(C

En la gréafica de VIP Score Figura 16 se observan los desplazamientos quimicos

del lado izquierdo y los tiempos de maduracién del lado derecho. Se identificaron

15 desplazamientos por 1D-'H RMN. Las sefiales mas discriminantes fueron:

3.21, 3.20, 1.74 y 1.75 ppm pertenecientes a la region alifatica. Ademas, se

observa que en T3 hay concentraciones mas altas de compuestos. Esto puede
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deberse a que durante la maduracion ocurren procesos como, glucdlisis,

protedlisis y lipdlisis donde se generan una gran cantidad de metabolitos. Por otro

lado, la grafica de VIP se construye a partir de la suma ponderada (varianza Y

explicada en cada dimension) de los cuadrados de las cargas PLS (Xia et al.,

2009). Un factor que puede cambiar los desplazamientos quimicos, que se

presentan en la grafica de VIP, es el método estadistico multivariado con el que

se analizaron los datos (Kandasamy et al., 2020). Dado que, el PCA se obtiene

a partir de la maxima 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 regresion entre los datos

multivariados y una variable de respuesta que tiene informacién de clase
(Westerhuis et al., 2010).
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concentraciones relativas del metabolito. En la
desplazamientos quimicos de compuestos.

izquierda se observan

En la grafica de proyeccion VIP de la Figura 17 se observan 15 compuestos, los
desplazamientos mas discriminantes son sefiales aromaticas de 7.28, 6.75, 7.26
y 7.27 ppm. La concentracion mas alta de algunos compuestos se encuentra en
el T1 y las concentraciones mas bajas en el T3. La disminucion de la
concentracion de compuestos aromaticos se puede deber a que mediante el
catabolismo de los aminoacidos se generan otros compuestos, como lo reportado
por Smit et al., (2005) en donde los a-cetoacidos de la fenilalanina en queso
pueden convertirse de forma no enzimatica en compuestos aromaticos como
benzaldehido y metiltio acetaldehido. Broadbent et al., (2004) encontraron que
las aminotransferasas cuando utilizan triptéfano, tirosina y fenilalanina pueden
degradarse espontaneamente en una variedad de compuestos de mal sabor.
Otro motivo puede ser que las bacterias acido lacticas (BAL) con su sistema
proteolitico convierten aminoacidos aromaticos a otros productos y bacterias que
no producen aminoacidos esenciales absorban aminoacidos del medio ambiente
(Smit et al., 2005) lo que se traduce en la disminucion en la concentracién de

compuestos y los desplazamientos discriminantes se pueden modificar.

Chemical shifts

Al alb o
7.2827 e mOm
6.7450 @ |l |
7.2574 ® Il |
7.2695 ® ]|
7.1625 ® mm "
6.7122 e ]| I
6.7022 e ] |
8.1683 ® ]|
6.7400 ® Il |
7.2951 e [ (] | I
6.7173 * ] [,
8.1937 e [ |
6.6863 [ (] |
5.0586 ® N
5.0679 . L
I I I I I I I
140 145 150 155 160 165 1.70

VIP scores



Figura 17. Grafica de proyeccién VIP obtenida por PLS-DA a partir de la regién
aromatica. Los recuadros coloreados de la derecha indican las concentraciones
relativas del metabolito.

En el diagrama de arbol que se realizé con todas las regiones se observa la
formacion de cuatro grupos |, 11, lll, IV (Figura 18). En el grupo | se encuentran el
queso Vaquero T1y T2 y el queso Santa Cruz con los tiempos T2 y T3. El grupo
Il lo conforman las muestras de queso Vaquero y Santa Cruz en el T2, mientras
que en el grupo lll se encuentra al queso Santa Cruz en el T1 y en la

aglomeracion 1V esta el queso Vaquero en los T1, T2y T3.

Por otro lado, en el diagrama de arbol donde se utilizé la regién aromatica se
observa la formacién de cuatro grupos principales |, II, lll, IV (Figura 19). El primer
grupo | se compone de queso Santa Cruz en el T2 y T3. En el segundo grupo Il
se observa el queso Vaquero en los tiempos T1, T2 y T3. En el grupo Il 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 mostré una mejor
separacion entre queserias en la matriz, donde se selecciond la regién aromatica.
La diferencia se debe a que se eliminan desplazamientos, haciendo una

seleccidon mas fina.
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Figura 18. Diagrama de arbol para la matriz de datos completa.
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Figura 19. Diagrama de arbol para la region aromatica.
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Se observa que los cuatro grupos formados I, Il, lll y IV en el diagrama de arbol
(Figura 18) construidos a partir de la matriz de datos donde se seleccionaron
todas las regiones, coincide con la distribucion de las muestras en el mapa de
calor (Figura 20), debido a que hacen la agrupacién por distancia euclidiana y
algoritmo de agrupacion Ward D. Por otro lado, en el mapa de calor Figura 21 se
muestra que hay una mayor variabilidad de compuestos y concentraciones mas
altas de metabolitos en el grupo IV en el T3, lo cual esta asociado a los cambios
metabdlicos tales como: glucdlisis, protedlisis y lipdlisis durante la maduracion.
En el estudio realizado por Ralli & Spyros, (2023) reportaron que la protedlisis se

ha relacionado positivamente con la maduracion del queso.

En el mapa de calor Figura 21 se obtuvieron los mismos cuatro grupos |, I, lll y
IV formados en el diagrama de arbol (Figura 19). En los grupos Il y lll se observé
mayor diversidad de compuestos y concentraciones mas altas. En el grupo Il en

el T1 se encontrd la mayor concentracion de compuestos.

5.5.2. Resonancia magnética nuclear para separar muestras por queseria

El OPLS-DA de la regiéon completa y aromatica (Figura 22) mostré discriminacion
entre queso Santa Cruz y queso Vaquero. El OPLS-DA supervisado se llevo a
cabo con validaciones cruzadas de Monte Carlo con 10 particiones de prueba por
cada 100 permutaciones (Herbert-Pucheta etal.,, 2021). Los parametros
estadisticos OPLS-DA, R?X, R?Y y Q? 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 utilizo la region aromatica en
la Figura 22D la varianza fue de 97 %, Q%=0.97 y R?X=0.67. Esto indica que el
modelo donde se utilizé la region aromatica 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 queserias Vaquero y Santa Cruz durante tres tiempos de maduracion (T1, T2y T3).



s

Clase

™
T2
T3

8.0

7.0

135

Desplazamiento
auimico
9.0

I St T3

LLLLEEER

IV

A A A A VA A A
e e e
L et e

Figura 21. Diagrama de calor para la regién aromatica de extractos de queso Crema de Chiapas.



Scores Plot Scores Plot

© Santa_Cruz o Santa_Cruz
Vaquero = Vaquero
& 1 ]
@ 7
EE a Ry
g ® 21 ® =
8 @ = 8 ® i
= Cg% E ® o
@ {3
§ ° @ ° F 7 £ @0
&
: °® s o
g °g g
H v o@
S @o
ER @ @O
s | 6]
@
[«
o | v |
T T .
T ; T T : - o 5
10 5 0 5 10
T score [1] ( 23.6 %)
T score [1] ( 20 %)
o g5 paai
g ‘et
©
@
a |
=]
L
o
<
s < |
(=}
o 0.287 " R2X
249200 R2X P 0279 271.275 5
02 02 oY 2 @
g Q@ o
o 0.152
- 0@987 o
s . g 0.0486
0053hqng4sg 0.0516 (01390152 ‘—w'tw_ﬂ‘
I_T—~—| E1m9125 o | =]
=] | (=]
g
pl ol 02 03
p1 ol 02 03 o4

Figura 22. Grafica OPLS-DA de la matriz donde se utilizé la region completa (A),
grafica OPLS-DA construida a partir de la matriz donde se seleccioné la region
aromatica (B). Para OPLS-DA, un analisis de permutacion entre un componente
predictivo (p1) y cuatro componentes ortogonales (01, 02, 03 y 04) produjo los
coeficientes R?X, R%Y y Q? observados y con validacién cruzada (C y D).

En la grafica de VIP (Figura 23) se observa que los desplazamientos quimicos
mas 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 queserias artesanales puede deberse a que el método de
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produccion no esta estandarizado y puede variar incluso entre lotes de
produccion. Los aromas y sabores en queso cambian entre queserias debido al
macro y microambiente (De la Rosa-Alcaraz et al., 2020). Diversos factores
durante el proceso de elaboracién pueden cambiar la cantidad y tipo de
metabolitos en el queso, pasteurizacion o no de la leche, tiempo entre la
recepcion y procesamiento, tipo de cuajo utilizado, cantidad de sal, tiempo de
maduracion y condiciones del almacenamiento por mencionar algunos (Zheng
et al., 2021).

Chemical shifts
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Figura 23. Grafica de proyeccion 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 grafico de VIP (Figura 24) los desplazamientos mas discriminantes fueron:
7.20,7.20,6.74 y 7.07 ppm. Son pocos estudios en queso que reportan la grafica
de VIPS, sin embargo, en quesos coreanos (Kandasamy et al., 2020), leche y
queso Mozzarella con y sin denominacion de origen (Salzano et al., 2020) se

reportaron 15 desplazamientos discriminantes.
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Figura 24. Grafica de proyeccion VIP obtenida por PLS-DA originada a partir de
la matriz con la region aromatica. Los recuadros coloreados de la derecha indican
las concentraciones relativas del metabolito.

5.6. Conclusiones

De las matrices generadas, i) seleccién de sefiales dentro de todo el rango de
desplazamientos quimicos (6'H) de los espectros de hidrégeno a una dimension
(1D-'H RMN) vy ii) seleccion de sefales Unicamente de la region de hidrogenos
aromaticos, esta ultima originé un mejor modelo discriminate para tiempos de
maduracion. La mejor capacidad predictiva, para separar quesos por
proveedurias, correspondio al OPLS-DA que utilizé desplazamientos de la regién

aromatica, mostrando valores de Q?=0.97 y R>X=0.67.

La metaboldmica con RMN en estado liquido permitié obtener datos con un
minimo tratamiento de las muestras. El queso Crema de Chiapas presenté

aminoacidos caracteristicos de la maduracion altamente discriminantes. Por otro
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lado, la matriz generada con la region aromatica muestra que en el T1 se
encuentra la mayor concentracion de metabolitos. Ademas, este estudio puede
complementarse explorando las bioactividades del extracto de queso y con el uso
de espectroscopia de RMN ordenada por difusién (DOSY-RMN) para determinar

pesos moleculares de péptidos.
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6. METABOLOMICA NO DIRIGIDA DE INFRARROJO CERCANO
CON ANALISIS ESTADISTICO MULTIVARIANTE NO
SUPERVISADO Y SUPERVISADO DE PERFILES DE ACIDOS
GRASOS EN QUESOS

6.1. Resumen

El presente estudio propone un flujo de trabajo para el analisis estadistico
multivariante (MSA) analisis de componentes principales (PCA) no supervisado
y analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) supervisado,
para analizar datos de infrarrojo cercano (NIR) de quesos de diversos tipos y
origenes geograficos, con respecto a su perfil de acidos grasos: El conjunto de
datos incluyo (i) espectros NIR en bruto, (ii) primera derivada vy iii) espectros del
infrarrojo cercano seleccionados en la primera derivada, dentro de una gama de
longitudes de onda de 12500-3600 cm-' utilizando el modo de adquisicion
absorbancia. Las entradas de datos NIR se adaptaron por primera vez a un
formato adecuado para el analisis de datos metabolémicos por MetaboAnalyst.
Las regiones discriminantes para la primera matriz de datos fueron cinco. Para la
segunda matriz, las regiones de numeros de onda discriminantes se redujeron a
tres: de 10 000 a 8000 cm™' (-CH sobretono), 6000 a 5000 cm-'(sobretono -C=0-
) y de 5000 a 4000 cm-'(sobretono -CH). Por ultimo, para la tercera matriz sélo
se encontraron dos regiones discriminantes de 6250 a 5500 cm™' (-CH-) y de 4500
a 4000 cm™" (-CH-). El PLS-DA se aplicé a la matriz con la primera derivada y
mostré la mejor discriminacion de las huellas dactilares de &cidos grasos
saturados en los quesos entre los que se encontraron los acidos laurico (C12:0),
miristico (C14:0) y palmitico (C16:0), debido a que comparten la dimensionalidad
de la puntuacion con todos los quesos analizados y esto coincide con lo reportado
en productos lacteos. La composion de acidos grasos saturados de diversos
quesos se puede determinar por NIR.

Palabras clave: Espectroscopia de infrarrojo cercano, metabolémica basada en
NIR, quesos, metaboldmica no dirigida, acidos grasos saturados (AGS).

Tesis de Doctorado en Ciencias Agroalimentarias, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: M.C. Blanca Nayelli Ocampo Morales
Director de tesis: Arturo Hernandez Montes, PhD
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NEAR-INFRARED UNTARGETED METABOLOMICS WITH
UNSUPERVISED AND SUPERVISED MULTIVARIATE STATICAL
ANALYSIS OF FATTY ACID PROFILES IN CHEESES.

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' 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™ (-CH overtone), 6000 to 5000 cm-'(-C=0-
overtone) and from 5000 to 4000 cm~'(-CH overtone). Finally, for the third matrix,
only two discriminating regions were found from 6250 to 5500 cm™' (-CH-) and
from 4500 to 4000 cm™" (-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).

Doctoral Thesis in Ciencias Agroalimentarias, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: M.C. Blanca Nayelli Ocampo Morales
Advisor: Arturo Hernandez Montes, PhD
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6.3. Introduccién

La metabolémica puede dividirse en metaboldmica dirigida y no dirigida, la
eleccion depende de los objetivos de la investigacion, si se desea la identificacion
y/o cuantificacién de compuestos especificos o la obtencion de huellas holisticas
representativas, construidas a partir de una firma metabdlica de muestras
definidas como matrices complejas, que proporcionen a su vez una vision general
de los metabolitos expresados dentro de un sistema (Cubero-Ledn et al., 2014).
Las técnicas mas utilizadas para obtener datos para estudios metabolémicos son
la cromatografia acoplada con espectrometria de masas y la espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (Marshall & Powers, 2017). El flujo de trabajo de
la metabolomica consiste en la obtencion de una matriz de datos a partir de una
medida instrumental, que tras el procesamiento de los datos (como correcciones
de linea base, frecuencia, alineamientos, referencia y binnings), es adecuada
para el analisis estadistico multivariante (por sus siglas en inglés multivariate
statistical analysis MSA). La metabolémica no dirigida en matrices alimentarias
comprende la obtencion de la huella quimica holistica y/o huellas dactilares
relacionadas con su origen geografico, variedad, calidad alimentaria, procesos
de fabricacién, impactos debidos a factores externos como el cambio climatico,
falsificaciones, entre otros (Cubero-Ledn etal.,, 2014; Beleggia etal., 2011;
Herbert-Pucheta et al., 2021).

Los analisis multivariantes utilizados en los estudios metabolémicos se basan
generalmente en el analisis de componentes principales (por sus siglas en inglés
principal component analysis PCA) (Saccenti etal., 2014) y el analisis
discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) (Kalivodova et al.,
2015). EI PCA es una técnica no supervisada para producir modelos de variables
disminuidas con la maxima 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 mas altas tienen una mayor contribucion a la
separacion (Worley & Powers, 2013). En cambio, el analisis discriminante por
minimos cuadrados parciales supervisado (PLS-DA) extrae la informacion 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 regresion 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
ultimo, en términos de metabolomica cuantitativa y cualitativa, estos ultimos
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 reveldé variables
relacionadas con la separacion entre grupos y como 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 validacion cruzada para evaluar la prediccion de un conjunto de
datos independientes entrenados, frente a nuevos datos con un numero 6ptimo

de factores, sefialando también sobreestimaciones y/o sesgos.

Los enfoques metabolomicos del infrarrojo cercano (por sus siglas en inglés, near
infrared NIR) para quesos incluyen un modelo para procesos de envejecimiento
y parametros sensoriales seleccionados en quesos Cheddar con reflectancia NIR
junto con regresion multivariante por minimos cuadrados parciales (por sus siglas
en inglés partial least squares PLS) de la matriz de datos NIR en bruto,
derivatizada y con correccién de dispersion (Downey et al., 2005), el uso de PCA
y PLS modificado (Manuelian, Currd, Penasa, et al., 2017) con validacion cruzada
de la matriz de datos de reflectancia NIR brutos para atributos visuales, de sabor,
textura, aroma y olor en quesos espafioles (Gonzalez-Martin et al., 2011). Asi
como una matriz de datos combinada de reflexion difusa NIR con reflexién total
atenuada en el infrarrojo medio, tratada con PCA y PLS modificado (Manuelian,
Currd, Penasa, etal.,, 2017) total atenuada, tratada con PCA y analisis
discriminante lineal (por sus siglas en inglés linear discriminant analysis LDA)
como modelo quimiométrico para discriminar el queso Suizo, aleman, francés
(Bretagne y Savoie), austriaco y finlandés. Hasta donde se sabe, la mayoria de

las referencias aqui mencionadas, no discuten extensamente los detalles para
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construir matrices discriminantes de datos infrarrojos, para el analisis estadistico
multivariado. Ademas, para el analisis estadistico multivariante (no) supervisado
con resultados de pre-procesamiento y postprocesamiento construidos en
formatos universales como la familia de formatos estandar de la IUPAC de la
Comision Mixta Atdmica y Molecular para el intercambio de datos espectrales,
conocido como JCAMP-DX.

La presencia de acidos grasos saturados (AGS) o insaturados (AGI) dentro de la
leche cruda afectara a la textura de cualquier queso producido. Los quesos mas
blandos se relacionan con un mayor grado de insaturacion en los acidos grasos.
Por el contrario, los quesos mas duros se asocian con un mayor contenido de
AGS de tamafo medio. La presencia de este tipo de AGS se asocian con un
aumento de los riesgos cardiovasculares, de obesidad y de algunos tipos de
cancer, principalmente debido a la presencia de acidos grasos C12:0 (laurico),
C14:0 (miristico) y C16:0 (palmitico), considerados peligrosos para la salud

humana en contenidos elevados (Gonzalez-Martin et al., 2020).

Los acidos grasos mas comunes en los quesos son C10:0 (acido caprico), C14:0,
C16:0, C18:0 (acido estearico), y C18:1 cis (acido oléico); la leche de rumiantes
se compone del 60 al 70 % de acidos saturados, el 20-30 % son acidos grasos
monoinsaturados, y los acidos palmitico y oléico, respectivamente, son los AGS
y AGI mas abundantes en dichas matrices lacteas (Szumacher-Strabel et al.,
2011; Markiewicz-Keszycka et al., 2013). Ademas, 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 analitica de falsificacion en productos de cabra adulterados con
leche de vaca (Markiewicz-Keszycka et al., 2013). Por ultimo, como se ha
demostrado en trabajos anteriores (Gonzalez-Martin et al., 2011), los perfiles de
acidos grasos de los quesos analizados con quimiometria basada en NIR sirven
como huella dactilar para discriminar el origen estacional (estacionalidad invernal

o estival), mientras que los contenidos de acidos grasos especificos observados
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varian en funcién del régimen de alimentacion de los rumiantes, que afecta
directamente al perfil de acidos grasos de la leche (Gonzalez-Martin et al., 2011;
Collomb et al., 2008).

Una de las técnicas mas utilizadas para la identificacién de acidos grasos en
productos lacteos es la cromatografia de gases. Sin embargo, su aplicacién
conlleva algunos desafios, como la seleccion adecuada del método de
derivatizacion (Hewavitharana et al., 2020), asi como la optimizaciéon de los
parametros cromatograficos clasicos relacionados con la fase como la
selectividad para una separacion precisa de los acidos 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 preparaciéon exhaustiva o incluso nula de la
muestra y, ademas, no es invasiva. Con la técnica NIR, es sencillo identificar e
incluso se pueden cuantificar parcialmente los acidos grasos saturados,
presentes en los quesos en cantidades importantes, a diferencia de los acidos
grasos poliinsaturados (PUFA), que son mas dificiles de detectar (Lobos-Ortega

et al., 2021) con un analisis no invasivo.

El presente trabajo introduce un enfoque metabolémico para construir perfiles de
acidos 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 v 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 acidos grasos de los quesos con un conjunto de ocho
estandares de acidos grasos en estado liquido y sélido. El presente modelo
detalla el procedimiento para obtener tres entradas de datos de absorbancia NIR,
mientras que los datos brutos de adquisicion NIR se exportaron de un formato de
instrumento local (Bruker OPUS: "OFile 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 analisis
estadistico multivariante de facil manejo MetaboAnalyst 5.0, como forma
alternativa de obtener huellas digitales holisticas de metabolémica NIR de libre
acceso, evitando la necesidad de disponer imperativamente de un costoso

software de metaboldmica.
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 ltalia. Siete muestras
artesanales de seis origenes geograficos mexicanos (Chiapas, San Luis Potosi,
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:

e [-Q1= Queso de bola de Ocosingo (Chiapas, México), analizando la
composicion de la corteza (Q1a) y del nucleo del queso (Q1s).

e |I- Q2= Santa Cruz® y Q3= Vaquero® (Chiapas, México). Dos quesos con
denominacion local "Queso Crema de Chiapas".

e |lI- Q4= Queso Adobera. Un queso de San Luis Potosi, México.

e |V-Qs= Quesillo de Oaxaca es un queso artesanal con origen en Oaxaca,
México.

e V-Queso de origen geografico Hidalgo, México, aqui etiquetado como Qs=
Queso tipo Oaxaca.

e VI-Qr=Queso Cotija, procedente de "El Mesoén del queso Cotija ®" (Jalisco,
México).

e VII- Queso Zacazonapan con Qs=15 dias de maduracion, y Qe=30 dias de

maduracion (Estado de México).
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Los quesos producidos en Estados Unidos de Ameérica fueron Q10=Queso
Cheddar, Tillamook® y Q11=Queso Camembert, Président®. Por ultimo, el queso

italiano suministrado por Kirkland® se etiqueté como Q12=Queso Grana Padano.

Se adquirieron siete estandares de acidos grasos en Sigma Aldrich® (Steinheim,
Alemania): Si=acido butirico (C4:0; n.° CAS 107-92-6), S2=acido hexanoico
(C6:0; n.° CAS 142-62-1), Ss=acido octanoico (C8: 0; n.° CAS 124-07-2),
Ss=acido decanoico (C10:0; n°® CAS 334-48-5), Ss=acido dodecanoico (C12:0; n°®
CAS 143-07-7), Se=acido miristico (C14:0; n° CAS 544-63-8), S7=acido palmitico
(C16:0; n° CAS 57-10-3).

6.4.2. Detalles de la adquisicion de la absorbancia en el NIR

Se colocé un gramo de queso rallado en un vial de vidrio con paso Optico
constante para maximizar su superficie de contacto. Los barridos de absorbancia
en el infrarrojo cercano se realizaron con un espectrofotdmetro Bruker Optics
(Rosenheim, Alemania) de analizador polivalente que barria una longitud de onda
entre 830 y 2500 nm, con un intervalo de 2.5 nm (numeros de onda entre 12000
y 4000 cm"). Las rutinas de adquisicion 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 exportacion 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 calculo Excel
en formato CSV. Los espectros NIR de todos los estandares en estado liquido
(acido butirico, acido hexanoico, acido octanoico y acido decanoico) se ajustaron
a la linea de base con respecto a los intervalos de absorcion NIR de los quesos
en estado solido utilizando un factor de correccion estandar. 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 andlisis estadistico 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 estandar). Todos los conjuntos de variables se dispusieron
a su vez en un formato zip adecuado como entradas estandar del analisis

estadistico Metaboanalyst 5.0.

6.4.3. Analisis estadistico

El MSA de las matrices de datos brutos NIR y de primera derivada se realizd
mediante analisis de componentes principales (por sus siglas en inglés principal
component analysis PCA) no supervisado y analisis discriminante de minimos
cuadrados parciales (PLS-DA), con el software MetaboAnalyst 5.0. Se aplicé un
pre-procesamiento de los datos que incluia la normalizacion por suma (para
ajustar las diferencias entre las muestras), la transformaciéon (Log) y el
autoescalado (centrado de la media dividido por la desviacion estandar de cada
variable) para eliminar cualquier posible variacion durante la fase experimental,
con el fin de hacer que las caracteristicas fueran lo mas 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
analisis. La fiabilidad de cada clasificacién por modelo, se evalué en términos de
bondad de ajuste (R?) y la bondad de la prediccion (Q?). Las regiones Hotelling
T2 representadas por elipses en los graficos de puntuacion de cada modelo

definen un intervalo de confianza del 95 %.

6.5. Resultados y discusion
El Cuadro 13 resume las huellas NIR esperadas para los acidos grasos en los

quesos, segun la literatura reciente.
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Cuadro 13. Senales de vibraciones de acidos grasos.

Modo vibracion Longitud de Longitud de Autor
onda (cm™) onda (cm™)
C-H 8331, 7140, 1200, 1400, Shenk &
5712, 1750, 2310, Westerhaus,
4327, 4273 2340 (1991)
Vibraciones de la 4295-4805 2030-2080 Sasi¢ &
grasa C-H Ozaki,
(2000)
C-H combinacién 4327- 4273 2310-23340 Shenk &
de bandas Westerhaus,
(1991)
C-H primer 5812-5681 1720-1760 Shenk &
sobretono Westerhaus,
(1991)
C-H acidos 5681 1760 Sasié &
saturados Ozaki, 2000)
CH2 segundo 8262 1210 Davies,
sobretono (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=0O(estiramiento) 5666-5778 1765-1730 Subramanian
acidos y esteres 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, seccién 6.2.1) elaborados con leche
de vaca, asi como de los siete estandares AGS S1 a S7 (Figura 25A, ver
Materiales y métodos, seccion 6.2.1), recogidas con los mismos parametros de
adquisiciéon (Materiales y métodos, seccién 6.2.2), las regiones NIR mas
representativas para el analisis de quesos obtenidas de la literatura (Shenk &
Westerhaus, 1991; Subramanian et al., 2011). Las sefiales corresponden a la
grasa (8000 a 9000, 5400 a 6000, y 4000 a 4500 cm™') y a la humedad (6000 a
8000 y 4500 a 5400) cm™' 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 maduracién (de 0 a 6
meses) (Gonzalez-Martin et al., 2011; Lobos-Ortega etal.,, 2021; Shenk &
Westerhaus, 1991; Ayvaz et al., 2021).
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Figura 25. A) Espectros de infrarrojo cercano de patrones de acidos grasos S1 a
S7. B) Espectros infrarrojo cercano de los quesos Q1 a Q2.

Curto et al., (2020) identificaron cuatro sefales NIR (8264.46, 6896.55, 5780.35,
5181.35 cm™) relevantes para discriminar el procesado, la estacionalidad
(invierno y verano) y el tipo de formulacion (0 a 100 % de leche cruda de vaca,
oveja y cabra) en quesos espanoles. En el presente estudio, se utilizé un rango
de longitudes de onda de 4000 a 10000 cm™', lo que permitio la identificacion de
un gran numero de sefales, tal como un estudio previo reportado por Bittante
et al., (2022).

La Figura 25A muestra dentro de los graficos NIR elaborados a partir de la matriz

de datos brutos, tres sefales estrechas especificas asociadas a (C4:0 a C16:0)
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AGS, observadas para los siete estandares AGS: 8262 cm™' (sobretono -CH>),
6665 (-OH- estiramiento), 5666-5778 C=0 en acidos grasos.

Paralelamente, para todos los quesos analizados de Q1 a Q12, la Figura 25B
muestra sefales de 4000 a 4500 cm™ y 5500 a 6100 cm,respectivamente
asociadas a la vibracién -CH- y a la vibracién C=0 en combinacion 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 adquisicion utilizadas como entradas de datos para los
analisis 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 resolucion de los espectros en bruto de la matriz de datos NIR A se mejoro
mediante un post-procesado de span de la primera derivada, aunque con la
pérdida intrinseca de la relacién sefial-ruido (Bou-Orm etal., 2020). Para
productos lacteos, Lobos-Ortega et al., (2021) reportan diferentes tratamientos
de los datos, como la aplicacion de la segunda derivada para generar un modelo
que discrimina quesos de diferentes especies (leche de vaca, oveja y cabra) en
base a su composicion en acidos grasos poliinsaturados. Por otro lado, en el
modelo descrito por Zhao et al., (2023), disefiado para detectar acidos 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 R? que indica una alta fiabilidad.

Ademas, 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 discriminacién entre mantequilla auténtica y

falsificada mediante el modelo de acidos grasos propuesto, con valores
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aceptables de error cuadratico medio (RMSE), error relativo de prediccion (RE
%)y (R?) cuando los espectros MIR se post-procesaron con rutinas de primera y

segunda derivadas.
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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 aplicaciéon 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 vibracion C=0) y 4000 a 5000 cm-" (vibracion -CH-
), como se destaca en la Figura 27. Las sefiales coinciden con las tres regiones

sefaladas por Ayvaz et al., (2021) para los acidos grasos del queso Ezine.

Respecto al modo de adquisicion en funcion del tipo de muestra, los datos NIR
de los dos quesos rallados Q1-Q12 (Figuras 25-28), de los estandares de estado
liquido S1 a S4 y de los estandares de estado sdlido Ssa S7 (Figuras 25 y 29), se
realizaron en modo de absorbancia.Confirmandose con espectros NIR de

productos lacteos equivalentes adquiridos en el modo de reflectancia (Sgrensen
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et al., 2021; Ikehata, 2021), al igual que informes anteriores que describen modos
de adquisicion de reflectancia NIR para quesos frescos liofilizados rallados
(Lucas et al., 2008), rebanada de queso (Soto-Barajas et al., 2013; Gonzalez-
Martin et al., 2020; Lobos-Ortega et al., 2021) y extractos de grasa de queso
(Gonzalez-Martin et al., 2020) para predecir los acidos grasos en todos los casos.
Otros informes han utilizado la adquisicién de datos del modo de transmitancia
en quesos molidos, para generar modelos predictivos de acidos grasos
(Manuelian, Currd, Penasa, et al., 2017). El método de transmitancia se utiliza
normalmente para materiales liquidos o sistemas sélidos con capas finas (Mishra
et al., 2020; Manuelian, Curro, Visentin, et al., 2017). La precisién del modo de
adquisicion de absorbancia NIR aqui utilizado para analizar el par de quesos
rallados Q1-Q12 y los estandares S+1 a S7, también se han encontrado otros quesos
que utilizan modos de adquisiciéon de reflectancia-transmitancia (Manuelian,
Curro, Visentin, et al., 2017) o transflectancia (Nufiez-Sanchez et al., 2016) con
NIR.

Hasta donde se sabe, pocos informes describen métodos faciles y directos para
la seleccidén de longitudes de onda variables "binning de datos" Zhong et al.,
(2023) de espectros del infrarrojo cercano para realizar analisis multivariantes. A
continuacion, 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
seleccidon 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 resolucion espectral, se aprecian tres
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rangos de frecuencias principales respectivamente en: 9700 - 8265 cm™', 6661 -
4655 cm™ y 4327 - 4003 cm™"-

Estos rangos de numeros de onda NIR corresponden a los sobretonos y a los
modos de vibracién principales de los acidos grasos, lo que concuerda
plenamente con informes anteriores que utilizaron espectroscopia NIR para
identificar AGS de cadena media C6:0 a C16:0 -principalmente acido palmitico
en productos elaborados con leche de vaca de los 5780.3-5665.7 cm™' -C=0-
modo de vibracion carboxilico (Gonzalez-Martin et al., 2020); un modelo de perfil
de acidos grasos para distinguir los origenes geograficos de los quesos de
Coalho, principalmente a partir de los modos de vibracion 5882.3 — 5404.4 cm~
'(Oyedele, 2021); sobretonos -CH- respectivamente en 8403.3 y 5847.9 cm™'
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 vibracién clave =C(sp2)-H y -OH- en 4664.2 cm™" y 6666.6 cm™

respectivamente (Lucas et al., 2008).
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Matriz de datos NIR(C)
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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 estandares de
acidos grasos St1=acido butirico (C4:0), S2=acido hexanoico (C6:0), Ss=acido
octanoico (C8: 0), Ss=acido decanoico (C10:0), Ss=acido dodecanoico (C12:0),
Se=acido miristico (C14:0) y Sr=acido palmitico (C16:0). Las frecuencias
relevantes esperadas de las que se ha informado en otros lugares, asociadas a
los modos de vibracién AGS incluyen: 4327 y 4273 cm™ (-CH-primer sobretono),
5492 y 6171 cm™' (-CH-), 5666 y 5797 cm™' (C=0), 6665 cm™' (-OH-), 8262 cm""’
(-CH2) y 8532 - 9689 (-CH- segundo sobretono) (Gonzalez-Martin et al., 2020;
Silva et al., 2021).
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Figura 29. NIR de los estandares de acidos grasos St 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 analisis estadistico multivariante
PCA y PLS-DA realizado con el software de analisis de datos metabolémicos
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 estandar IUPAC universal del Comité Conjunto sobre Datos Fisicos
Atémicos 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 quimioinformatica de la Escuela
Politécnica Federal de Suiza, disponible en la siguiente pagina web:
https://www.cheminfo.org/Chemistry/Cheminformatics/JcampConverter/index.ht

ml.Los resultados de los scripts de conversién JCAMP-DX se copian y pegan en
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hojas de calculo 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 numeros de onda / variable "into" para absorbancias
[matriz de datos A], A Absorbancias [matriz de datos B] y A2 Absorbancias [matriz
de datos C]) adecuado para el software MetaboAnalyst 5.0. La Figura 30 muestra
el ejemplo de esta matriz de dos variables (numero de onda / absorbancias [A[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 Potosi como ejemplo en la
Figura) y la matriz de datos NIR (flecha verde, utilizando Q2= 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 estandares). Todos los conjuntos de variables se organizaron a
su vez en un formato zip adecuado como entradas de analisis estadistico

Metaboanalyst 5.0 estandar de un factor.

Name Name

M Adobera
> [ Butyric-acid

| chiapassantacruzl.csy
| chiapassantacruz2.csv
> @ Camembert | chi
> @ Cheddar
> [ Chiapas-SantaCruz
> [ Cincho

M Cotija-Meson
> @ Cream-Cheese-Chiap:

santacruz3.csv
€ Passible Data Loss Some features might be lost if you... Save As.

M Decanoic-acid i Name
> @ Dodecanoic-acid
> M GranaPadano

> M Hexanoic-acid

R adoberat.csv
R adoberaz.nsv

> @ Adobera
> @ Butyric-acid

> M Linoleic-acid

> @ Myristic-acid

> @ Ocosingo-Cheese
M Ocosingo-Crust

> [ Octanoic-acid

> M Qleic-acid

NIRMatrixA-B-C

ame

By DataMatrixA
DataMatrixA.zip

B8 DataMatrixB

R DataMatrixB.zip

A _____,_—————"
B DataMatrixC.zip

> @ Camembert

heddar
hiapas-SantaCruz

> M Cincho
> [ Cotija-vleson

@ Crea n-Cheese-Chiapas-'

> [ De.anoic-acid

> [ Dodecanoic-acid
> @ GranaPadano

> P4 Hexanoic-acid

>’ Linoleic-acid

cid

» Q Cheese
Crust
acid

R adobera3.csv

Name

M Adobera

> [ Butyric-acid
> M Camembert

B Cheddar
M Chiapas-Sant:

> [ Cotija-Meson
> M Cream-Chees

8 Decanoic-acic

> @ Hexanoic-acid

8 Linoleic-acid

> I Myristic-acid

M Ocosingo-Cheese

ranaPadano-2.csv
GranaPadano-3.csv

Save As...
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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 analisis
estadistico multivariante. (flechas rojas) y C (flechas verdes) como entradas para
el analisis estadistico multivariante realizado con el software de analisis de datos
metaboldmicos racionalizado MetaboAnalyst 5.0.(http://www.metaboanalyst.cal/)

La Figura 31 muestra la puntuacion 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 grafico de puntuacion 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 grafico
de puntuaciéon 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
ultimo, el grafico de puntuacion 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 explicacion 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 graficos biplot de la Figura 31 (abajo), mientras
que los vectores representan variables explicativas en las que cuanto mas y
mejor distribuidas estan 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
sobreestimacién 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 numero de variables
discriminantes (es decir, mas vectores discriminantes dentro del biplot) y, por
tanto, un modelo mas fiable para desentrafar diferencias sutiles entre los quesos

y los estandares de acidos grasos. Se han utilizado PCA y MPLS combinados
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para reducir sefiales NIR no relevantes para producir matrices de datos NIR
altamente discriminantes y para cuantificacion de acidos grasos, realizando
componentes principales para dilucidar caracteristicas metabolomicas
relacionadas con quesos descongelados y frescos, con varianzas aceptables de
alrededor del 72 % para discriminar caracteristicas relacionadas con la frescura
de los quesos, con sélo dos componentes principales (Gonzalez-Martin et al.,
2020; Lucas et al., 2008).

Todos los conjuntos de datos NIR producen graficos de puntuacién PCA (Figura
31, arriba) que definen los quesos Q1-Q12 en el origen (PC1, PC2), mientras que
los estandares S1- S7 se distribuyen en diferentes coordenadas (PC1, PC2).
Cuanto mas cerca estén las coordenadas S1-S7 del origen Q1-Q12, sugeriran la
presencia de un AGS especifico en los quesos. En todos los casos, Ss- S7 (C12:0,
C14:0y C16:0) AGS comparten la dimensionalidad PCA con el conjunto completo
de Q1-Q12 quesos. El grafico de puntuacion PCA de la matriz de datos C
representa mejor la equivalencia PCA de las puntuaciones de los AGS laurico,
miristico y palmitico con el conjunto completo de quesos analizados, lo que
sugiere claramente su presencia en los productos lacteos. Se han descrito acidos
grasos miristicos (C14:0) y palmiticos (C16:0) en quesos frescos (Lucas et al.,
2008) y también en leche de vaca, que contiene ademas acido estearico (C18:0)
(Khattab et al., 2019). Por otra parte, el acido laurico se asocia a un fuerte sabor
jabonoso en los quesos (lanni 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 analisis de control de calidad
metaboldmico, mientras que los productos lacteos se han mezclado
explicitamente 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 prediccion (Q?) y bondad del ajuste matematico (R?):

163



- Matriz de datos NIR A PLS-DA valor atipico: 85.5 % (Q%= 0.43 y R?
=0.45).

- Matriz de datos NIR B PLS-DA valor atipico: 37.6 % (Q>= 0.78 y R?
=0.82).

- Matriz de datos NIR valor atipico C PLS-DA: 37.0 % (Q%= 0.83 y
R?=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
grafico de puntuacion 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 ultimo, en el grafico de puntuacion 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 dispersion de las variables explicativas.

164



40 . B0 AR
@ao B0 @mg x4 4 g 53 ry |53 o2 c&%m;urm % @
f* | R — AA s R ] 40 @ A, R N N R
@A & 52 g o
op LA @ % 20 & o
=R T e ot L] LU 31 [
aE [E1 ] 51
10 |-BE y m——— - 20 cé ----- % o ]
= 1 51 s
= 0 as & ad =X D A &
«1 20 ¥ 0 50 100 150 ™ @ﬁ £ =
[ T i e— Sk o o e o ? 56 i
= 4 ' o ] § ¥ 57 —
= - 40 0 20 a0 60 s0 160
8 20 e g e S 10 w i 8 )
B 30 b ?;ﬁ ) W WA ¥ R e =
58
40 ENONTS @ o 50 2 &3
55 ® »
-50 57 o g B 4n | SEyde %5 &
57 n o
60 57 & s Lo sa 5 B
PC1 80.6 % PC1 292 2% PC1 28.4 %
> e 5 o 5 10 5 v 5
e ) SRR
=5- mnfrocaaas 3
wr = Bubne ackd L = ,
oA he s

- Wutyric anic ¥ I -

g g g =
1 3
NIR data matrix (A) NIR data matrix (B) NIR data matrix (C)

Figura 31. Graficos de puntuacién del Analisis de Componentes Principales (ACP) no supervisado (arriba) y biplots entre
los componentes principales 1y 2 (abajo) de cada analisis estadistico multivariante realizado con la matriz de datos NIR A
(izquierda), la matriz de datos B (centro) y la matriz de datos C (derecha). Los graficos de puntuacion Q1-Q12 de los quesos
estan resaltados en azul, mientras que los graficos de puntuacién S1-S7 de los estandares estan resaltados en rojo.
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En comparacion con el PCA no supervisado, el analisis estadistico multivariante
supervisado de matrices de datos NIR produce graficos de puntuacién con
varianzas de dos componentes equivalentes y una notable mejora de la
separacion 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 separacion pronunciada entre los
estandares S1-S7 y los quesos Q1-Q12, con respecto al grafico de puntuacién 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 mas discriminante obtenido con la matriz C de datos NIR,
las muestras se dispersan a lo largo de los ejes, mientras que se observa una
separacion por origen geografico entre quesos mexicanos (Q1-Qg, con PC2
positivo o proximo a cero) y extranjeros (Q10-Q12, componente PC2 negativo). Los
quesos mexicanos presentan la misma dimensionalidad positiva PC2 que los
estandares de acidos grasos de cadena baja S1 a Ss (acido butirico, hexanoico,
octanoico, decanoico y dodecanoico). Por el contrario, los graficos de puntuacion
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
estandares Se (acido miristico) y S7 (acido palmitico) de AGS, lo que sugiere
mayor contenido dentro de su composicion. Respecto al conjunto de quesos
mexicanos, los quesos Zacazonapan de 15 dias (Qs) y 30 dias (Q¢) de
maduracién contienen parcelas de puntuacion PLS-DA muy similares y, por tanto,
no presentan una discriminacion evidente del tiempo de maduracion, con el
modelo de analisis estadistico multivariante seleccionado. Se observa una
tendencia similar para el queso de bola de Ocosingo obtenido de su nucleo (Q1s)
y de su corteza (Q1a), sin separacion evidente entre los graficos de puntuacion,

lo que sugiere fuertemente su composicion similar, incluyendo su perfil de AGS.

Por otro lado, el queso tipo Oaxaca (Qs, PC1 (-), PC2 (-)) de Hidalgo y su
homodlogo quesillo oaxaqueno (Qs, PC1 (-), PC2 (+)) presentan diferencias

significativas en las graficas de puntuacion PLS-DA, con el modelo multivariante
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obtenido a partir de la matriz C de datos NIR. Las diferencias encontradas podrian
considerarse como una huella de origen geografico, ya que las condiciones
climaticas, ambientales y la alimentacion del ganado son unicas de cada region.
Ademas, las dos marcas de quesos de Chiapas analizadas (Q2 Santa Cruz®,
PC1 (-), PC2 (-)) y Qs Vaquero®, PC1 (-), PC2 (+)) presentan ligeras diferencias
en sus parcelas de puntuacion. El modelo comparativo con las normas S1-S7 AGS
podria sugerir que este conjunto de diferencias se debe al contenido de acidos
grasos en cada producto lacteo analizado. Asi como, con las muestras
americanas e italianas con una dimensionalidad PC2 negativa equivalente con
C14:0 (Se, acido miristico) y C16:0 (S7, acido palmitico), los quesos mexicanos
que presentan la misma tendencia son Q1a /Q1s (Ocosingo, Chiapas), Q2 (Queso
Crema de Chiapas), Q4 (Adobera, San Luis Potosi) y Qs (Hidalgo).

Validacién de datos mediante agrupacién jerarquica 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 agrupacién de frecuencias de las regiones comprendidas entre
9700 y 8265 (sobretono -CH-), 6661 y 4655 cm'(sobretono -C=0-) y de 4327 a
4000 cm'(-CH-)), mostradas como dendrogramas se representan en la Figura
33.

Para los clusters (grupos) de estandares AGS, se observan tres conjuntos
principales:
i) acidos grasos de bajo peso molecular S1 (C4:0, butirico), S2 (C6:0,
hexanoico), S3 (C8:0, octanoico) y S4 (C10:0, decanoico)
i) AGS de peso molecular medio Ss (C12:0, acido laurico)
i) acidos Se (C14:0, miristico) y Sz (C16:0, palmitico) de mayor peso

molecular.

En cuanto a los conglomerados de quesos, se observan cuatro conjuntos

principales:
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Figura 32. Graficos de puntuacion del analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) (arriba) y
representacion en histograma (abajo) de la bondad del ajuste del MSA (R?) y la bondad de la prediccién (Q?) de cada
analisis estadistico multivariante realizado con la matriz de datos NIR A (izquierda), la matriz de datos B (centro) y la matriz
de datos C (derecha). Los graficos de puntuacion Q1-Q12 de quesos estan resaltados en azul, mientras que los graficos de
puntuacion Si-S7 de los estandares estan resaltados en rojo. La bondad de prediccion (Q?, histogramas turquesa) y la
bondad del ajuste matematico (R?, histogramas rosas) se obtuvieron con sélo tres componentes PLS-DA principales,
mientras que la contribucidn de cada componente se resalta como 1, 2 y 3 conjuntos de histogramas.
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Validacién de datos mediante agrupacién jerarquica 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 agrupacion de
frecuencias de las regiones comprendidas entre 9700 y 8265 (sobretono -CH-),
6661 y 4655 cm-'(sobretono -C=0-) y de 4327 a 4000 cm-'(-CH-), se muestran

en forma de dendrogramas en la Figura 33.

Para los clusters de estandares AGS, se observan tres conjuntos principales:
i) acidos grasos de bajo peso molecular S1 (C4:0, butirico), S2 (C6:0,
hexanoico), S3 (C8:0, octanoico) y S4 (C10:0, decanoico)
i) AGS de peso molecular medio Ss (C12:0, acido laurico)
i) acidos Se (C14:0, miristico) y Sz (C16:0, palmitico) 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 Potosi,
México), Qs (Quesillo artesanal, Oaxaca, México) y Q12 (Grana Padano,
Italia)

ii)Qs (Zacazonapan 15 dias de maduracion, Estado de México), Qo
(Zacazonapan 30 dias de maduracion, Estado de México), Qia (Corteza
de queso bola de Ocosingo, Chiapas, México) Q1s (Ocosingo queso de
bola, Chiapas, México), Qz2(Santa Cruz® "queso Crema", Chiapas, México)
y Qs (Vaquero® "queso Crema", Chiapas, México)

iii) Qe (queso tipo Oaxaca, Hidalgo, México) y Q1o (Cheddar, Tillamook®,
Estados Unidos)

iv) Q7 (queso Cotija, Jalisco, México)

Esta agrupacion jerarquica de la matriz de datos NIR C se correlaciona con las
observaciones anteriores del grafico de puntuacion PLS-DA, como la clasificacion

de las categorias de AGS bajo (S1-S4), medio (Ss) y alto (Se-S7), los quesos
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mexicanos (Qi1-Qg) son iguales a los estadounidenses e italianos (Q10-Q12,
excepto por la falta de diferencia de jerarquia entre Qs y Q10), quesos del mismo
tipo pero diferente origen geografico (Qs / Qe) y la falta de discriminacion entre
muestras del mismo origen pero diferentes procesos de maduracion (Qs-Qg) o
superficies de los quesos (Qia-Qig). Estudios anteriores que utilizaron
dendrograma incluyeron un modelo para rastrear el tiempo de maduracion de los
quesos mediante la identificacion de perfiles de acidos grasos en quesos tipo
Cottage, Holandés, Suizo, Azul e ltaliano en la agrupacion de dendrogramas
mediante un criterio basado en la agrupacion por distancias euclidianas y la

aglomeracioén por el método de Ward (Szterk et al., 2022; Oliva-Cruz et al., 2021).
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Figura 33. Agrupacion jerarquica 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 agrupacion 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 analisis estadistico multivariante (no) supervisado con la herramienta de datos
metabolémicos Metaboanalyst. El muestreo de datos comprende 19 triplicados
de espectros de absorbancia NIR de nueve quesos mexicanos, dos
estadounidenses y uno italiano, ademas se evaluaron siete estandares AGS. Las
entradas de datos NIR de absorbancia por triplicado son: i) tramos adquiridos de
12500 a 3600 cm, ii) tramos NIR de primera derivada de todo el rango de
frecuencias adquirido vy 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™ y de 4327 a 4000 cm™ como estrategia de agrupacién 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 estandar 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 conversidn se copiaron y pegaron en hojas de calculo 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 NIRB 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
estandares AGS, mientras que su analisis discriminante PLS supervisado
proporciond los valores mas fiables de bondad de ajuste matematico (R>=0.9) y

de prediccion del modelo (Q? = 0.83).

Ninguno de los modelos PLS-DA NIR fue capaz de discriminar entre factores
discriminantes especificos de muestras del mismo origen como la maduracion
(Qs/Qo) o la superficie de los quesos como el nucleo o la corteza (Q1a / Q1), pero

el modelo C de matriz de datos NIR mejor seleccionado diferencié con precision
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entre muestras mexicanas, americanas e italianas, quesos del mismo tipo pero
diferente origen geografico (Qs / Qs), y quesos del mismo tipo y origen geografico
pero diferente marca (Q2/Qs), este ultimo también confirmado con el analisis
jerarquico de conglomerados. EI modelo comparativo entre los quesos Q1-Q12
con las normas S+1-Sz AGS podria sugerir que el conjunto de diferencias
observadas se debe al contenido de acidos grasos en cada producto lacteo

analizado.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

La secuenciacién del gen 16S para bacterias e ITS para hongos y levaduras
permitié conocer la diversidad microbiana a lo largo del tiempo de maduracion
del queso Crema de Chiapas. La dinamica del microbioma fue diferente a lo largo
de la maduracién, sin embargo, las BAL predominaron sobre otros grupos
bacterianos. En el T3 se encontré una mayor cantidad de géneros microbianos;
en los tiempos T1y 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 inhibicion del crecimiento microbiano por los extractos de queso
dependié del tiempo de maduracién similar a lo obtenido para la actividad

antiinflamatoria.

El estudio de los extractos liquidos del queso Crema de Chiapas con
metabolémica con RMN permitié identificar que la regidn aromatica genera
modelos mas discriminantes para separar tiempos de maduracion y queserias,
que cuando se utilizé toda la region de desplazamientos quimicos debido a que

se eliminan desplazamientos que no contribuyen a la discriminacion.

La metaboldmica con NIR permitié separar quesos por su composicion de acidos
grasos y se encontré que los acidos saturados son los que estuvieron presentes
en las muestras de quesos analizados. La innovacién 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 permitia realizar analisis de datos

obtenidos de cromatografia 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) desentrafiar las propiedades
bioldégicas del queso que pueden ayudar a coadyuvar algunas enfermedades

provocadas por la resistencia antimicrobiana o inflamacion. 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 estandar de diclofenaco soédico.
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