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RESUMEN GENERAL

CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA DEL QUESO SECO DE LA
TIERRA CALIENTE DE GUERRERO

La microbiota y el metaboloma del queso desempefian un papel fundamental, ya
que influyen en el desarrollo de las caracteristicas sensoriales y calidad del
alimento. En este estudio se caracterizd la microbiota y se determind el perfil
metaboldmico del queso Seco de la Tierra Caliente de Guerrero mediante las
técnicas de secuenciacion metagendmica shotgun y espectrometria de masas.
El andlisis metagendmico reveld6 mayor abundancia de los géneros
Staphylococcus, Lactobacillus, Weissella, Salinicola, Halomonas,
Chromohalobacter, Anaplasma, Enterococcus, Streptococcus y Lactococcus en
la mayoria de las muestras. Asimismo, se observé que la composicion de la
microbiota presenté diferencias entre temporada de lluvias y secas, mientras que
entre los productores se observaron algunas similitudes. Se identificaron un total
de 196 metabolitos de los cuales: glicéridos, glicerofosfolipidos, acidos grasos,
aminoacidos, péptidos, vitaminas, esfingolipidos y carbohidratos fueron los
grupos con mayor presencia de metabolitos detectados. El perfil metabolomico
mostré similitud entre ambas temporadas de produccién, asi como entre los
productores evaluados. Los metabolitos detectados con mas intensidad en la
mayoria de las muestras fueron riboflavina, D-2-hidroxiglutarico, dimetilsulfona,
acido palmitico y acido estearico. Estos resultados reflejan que los analisis
multidmicos tienen el potencial para determinar las relaciones que existen entre
la microbiota y los metabolitos presentes en el queso.

Palabras clave: Metagendmica, metabolémica, microbiota, queso artesanal.

Tesis de Maestria en Ciencia, Programa de Posgrado en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria,
Universidad Auténoma Chapingo.

Autor: Diana Vazquez Quiroz

Director de Tesis: Dr. Teodoro Espinosa Solares
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GENERAL ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF THE MICROBIOTA OF DRIED CHEESE FROM
TIERRA CALIENTE DE GUERRERO

The microbiota and metabolome of cheese play a fundamental role since they
influence the development of sensory characteristics and the quality of the
food. In this study, the microbiota was characterized, and the metabolomic
profile of Seco cheese from Tierra Caliente de Guerrero was determined using
shotgun metagenomic sequencing and mass spectrometry techniques.
Metagenomic analysis revealed a higher abundance of the genera
Staphylococcus, Lactobacillus, Weissella, Salinicola, = Halomonas,
Chromohalobacter, Anaplasma, Enterococcus, Streptococcus, and
Lactococcus in most samples. Likewise, it was observed that the composition
of the microbiota presented differences between the rainy and dry seasons,
while some similarities were observed among the producers. A total of 196
metabolites were identified, of which; glycerides, glycerophospholipids, fatty
acids, amino acids, peptides, vitamins, sphingolipids, and carbohydrates were
the groups with the highest presence of metabolites detected. The
metabolomic profile showed similarity between both production seasons as
well as between the evaluated producers. The most intensely detected
metabolites in most samples were riboflavin, D-2-hydroxyglutaric acid,
dimethylsulfone, palmitic acid, and stearic acid. These results reflect that multi-
omics analyses have the potential to determine the relationships that exist
between the microbiota and the metabolites present in cheese.

Key words: Metagenomics, metabolomics, microbiota, artisanal cheese.

Thesis of Master Science. Program of Agro-Food Science and Technology, Universidad
Autonoma Chapingo.

Author: Diana Vazquez Quiroz

Advisor: Dr. Teodoro Espinosa Solares
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1. INTRODUCCION GENERAL

Los quesos artesanales son alimentos que se producen en todo el mundo, y se
caracterizan por su distintivo e intenso sabor, ademas de que se consumen tanto
frescos como madurados (Licitra, 2010). Los quesos mexicanos artesanales
simbolizan parte del patrimonio de nuestro pais expresan la historia, la cultura 'y
el saber hacer que se transmite de generacion en generacion (Villegas &
Cervantes, 2011). En México se tienen caracterizados alrededor de mas de 40
variedades de quesos artesanales (Villegas et al., 2016), entre los cuales se
encuentra el queso Seco de la Tierra Caliente de Guerrero (QSTCG), un queso
madurado que se elabora a partir de leche cruda de vaca, y con el minimo de

aditivos (p. ej. cuajo animal y sal).

La calidad y caracteristicas sensoriales de los quesos se debe a diversos
factores, entre los cuales destacan las técnicas de produccion (Yang et al., 2020),
las materias primas y el entorno en el que se elaboran (Laca et al., 2020), sin
embargo, el factor mas importante es la microbiota que se encuentra asociada a
este alimento (Bottari et al., 2020). La microbiota presente en los quesos alberga
gran diversidad de microorganismos que varian segun el tipo de queso. Estas
comunidades microbianas son de gran importancia, ya que influyen en el sabor,

calidad y seguridad del producto (Jiang et al., 2022).

En los dltimos afios, y tras el surgimiento de las ciencias 6micas, se han
empleado técnicas que brindan mayor capacidad de analisis como la
metagendmica, la cual se asocia a métodos moleculares fundamentados en el
ADN y ARN, la secuenciacion de alto rendimiento (HTS) (Yeluri Jonnala et al.,

2018) y el analisis con herramientas bioinforméaticas (Scholz et al., 2016).
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Dentro del desarrollo de las techologias de secuenciacion de alto rendimiento, se
encuentra la secuenciacion metagendémica shotgun, la cual posee una mayor
sensibilidad por lo que brinda informacion mas detallada con respecto a la
composicién taxondémica de la microbiota presente en los quesos (Wolfe et al.,
2014).

Otra area de las ciencias émicas es la metabolomica, que permite la identificacion
y cuantificacion de los metabolitos que son producto de distintos procesos
bioguimicos (Johnson et al., 2016). La metabol6émica se ha empleado como una
técnica de analisis en los quesos para determinar el perfil del metaboloma, en
particular aquellos compuestos que se relacionan con atributos del sabor (Afshari
et al., 2020a). Por lo que la integracion de la metagendmica y metabol6émica
representan la mejor herramienta para determinar la composicion de la
microbiota y determinar el perfil metabolémico presentes en el queso (Jiang et
al., 2022).

En este estudio se planteé la siguiente hipétesis: la microbiota y el metaboloma
del queso Seco de la Tierra Caliente de Guerrero presentaran variabilidad de
acuerdo con los productores evaluados y la temporada de producciéon. Por lo
tanto, el objetivo de esta investigacion fue caracterizar la microbiota asociada con
el queso Seco de la Tierra Caliente de Guerrero, por medio de la secuenciacién
metagendémica shotgun y andlisis metabolémico, para determinar como la
microbiota presente impacta en las caracteristicas que le otorgan su tipicidad a

esta variedad de queso.

El proyecto de investigacion se dividid en tres etapas con el fin de lograr el
objetivo planteado. La primera se centré en determinar la composicién quimico
proximal del QSTCG; la segunda consistid en caracterizar la microbiota mediante
la extraccion y secuenciacion de ADN; en la tercera se determino el perfil

metaboldmico a través de la técnica de espectrometria de masas.

15



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Marco teorico

2.1.1 Panorama de la industria quesera en México

En los ultimos afios la produccion de leche ha mantenido un crecimiento anual
en los ultimos cinco afios de entre 0.5y 2 % (SIAP, 2019a), en el primer trimestre
de 2019 la produccion de leche de vaca fue de 2,867,215 L, 2.1 % mas respecto
al afo 2018 con una produccién de 2,807,876 L y se estima que México se
mantenga en la octava posicion en la produccién mundial de leche (SIAP, 2019b).

Los principales estados productores de leche en el pais son: Jalisco (20.26 %),
Coahuila (11.27 %), Durango (10.21 %), Chihuahua (9.40 %), Guanajuato (7.08
%), Veracruz (6.03 %), Puebla (3.71 %), Chiapas (3.61 %) y México (3.58 %)
(SIAP, 2019b). La produccion lechera se regula en tres sectores, el sistema
intensivo, el sistema doble propoésito y el sistema familiar. Es decir, esquemas
diferenciados por el tipo y nUmero de cabezas de ganado que concentran por
explotacion, el nivel de adopcién de tecnologia y las condiciones de produccién
(Camacho-Vera et al., 2017).

La mayor parte de la leche que se produce en el pais se utiliza para elaborar
productos lacteos, y se estima que al menos el 35 % de la leche de se utiliza para
la elaboracion de queso (SIAP, 2019a). En febrero de 2019, la industria quesera
produjo 71 mil 456 toneladas de queso, con un valor en el mercado de 3 mil 774
millones de pesos, siendo las principales variedades de queso producidas: fresco
(18.9 %), doble crema (15.6 %), chihuahua (11.4 %), panela (11.2 %) y amarillo
(10.9 %) (SIAP, 2019b).
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La agroindustria lactea es de los mas importantes en la industria mexicana, hay
registro de 1961 unidades manufactureras oficiales y un sinnimero de pequefas
y medianas que laboran de manera informal (Pomedn & Cervantes 2010). Un
porcentaje considerable de leche se destina al sector quesero que procesa de
manera industrial, sin embargo, la queseria artesanal figura como una actividad
y fuente econdémica importante en el pais y principalmente para las regiones
donde se producen, por lo tanto, es prescindible indagar en este rubro. Existen
algunas regiones especializadas en la produccion micro y mediana de queso
como: Tulancingo, en Hidalgo; San José de Gracia, en Michoacéan; la region sur
de Tlaxcala-Puebla, la Costa de Chiapas; las colonias menonitas, en Chihuahua;
la Sierra de Jalmich, entre otras, no obstante, las zonas de mayor produccién se
encuentran en los estados de Jalisco y Guanajuato (Pomeoén & Cervantes 2010).

2.1.2 Quesos mexicanos artesanales

El queso se ha producido en México desde la época colonial, cuando los
conquistadores espafioles trajeron las primeras cabras y ovejas a la Nueva
Espafia. Con el paso del tiempo areas con fuerte actividad pastoril se
desarrollaron y luego se asociaron a la industria quesera (Cervantes et al., 2008).
En nuestro pais se producen quesos genuinos, de imitacion y extranjeros. Existen
alrededor de mas de 40 quesos clasificados como genuinos, de los cuales
algunos presentan mayor reconocimiento por sus volimenes de produccion
como el queso Chihuahua, el tipo manchego mexicano, el panela, el asadero y
el Cotija. Mientras que, otros se elaboran, consumen y asocian especificamente
a ciertas regiones, por ejemplo, el queso crema de Chiapas, Queso Bola de
Ocosingo, Chiapas, el queso afiejo de Zacazonapan y el queso Poro de Tabasco
(Villegas et al., 2016).

Los quesos mexicanos artesanales se definen como genuinos, legitimos,
naturales y auténticos (Villegas & Cervantes, 2011). Su produccién en la mayoria
de los casos se asocia a pequefias cuencas o regiones dedicadas a la
elaboracion especifica de estos quesos (Pomedn & Cervantes 2010), en los

cuales se valoran aspectos como historia, territorio y diversidad biocultural que le
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brindan identidad al producto y que son considerados como atributos de calidad
(Hernandez-Moreno & Medina, 2014). Los ingredientes principales que se
emplean para la obtencién de este alimento son leche fluida cruda o pasteurizada
(Villegas et al., 2016), cuajo, sal y la microbiota (Fox & Cogan, 2004). La
produccion de quesos artesanales es caracterizada por transmitir el conocimiento
del saber hacer de generacion en generacion, empleando de esta manera
técnicas con escasa tecnologia de produccion y manteniendo la materia prima e

insumos originales (Villegas et al., 2016).

Aunado a lo anterior, los quesos artesanales son alimentos que transmiten
genuinidad y representan la identidad de un territorio en particular (Berno &
Fusté-Forné 2019), ya que permiten la difusién de el origen de la leche, la tierra,
los maestros queseros y las recetas tradicionales que emiten las maneras de
produccion y consumo de queso con la tipicidad de una regidon (Fusté-Forné,
2020).

2.1.3 Caracterizacién de los quesos artesanales

La caracterizacion de un producto consiste en determinar su tipicidad, es decir,
las caracteristicas tangibles e intangibles que permiten identificarlo en el mercado
(Pérez, 2017). Evaluar la integridad de los alimentos significa conocer el origen
de la materia prima, el procesamiento, el origen geografico y el sistema de
producciéon. Como parte de las propiedades tipicas del queso, una de las formas
de entender su composiciébn es por medio de métodos instrumentales que

posibilitan la deteccidn de su autenticidad (Galle et al., 2011).

La caracterizacion de los quesos tradicionales mexicanos debe estudiarse de una
manera holistica, de tal forma que se evallen las caracteristicas del producto en
si (Solis et al.,, 2009). Esta caracterizacion radica en examinar las distintas
calidades del alimento, es decir, su calidad microbiolégica, sensorial,
fisicoquimica y simbdlica (Pérez, 2017), que se establece por diversos factores
como el medio ambiente, el clima, la raza del ganado, el tipo de alimentacion de

los animales, la microbiota nativa de la leche, el saber hacer, las herramientas y
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utensilios tradicionales empleados y la maduracion del queso, entre otros (Licitra,
2010).

La caracterizacion como herramienta para determinar la autenticidad de un
producto, también puede servir como soporte cientifico para crear
denominaciones de origen, marcas colectivas, identificaciones geograficas, ya
gue es bien sabido que hay una gran cantidad de productos en el mercado, pero
cuando estos cuentan con alguna distincion, pueden generarse imitaciones
(Millan et al., 2016). De ahi la importancia de estudiar los quesos tradicionales
mexicanos para conservar y proteger estos productos, ya que su registro y
documentacion garantiza la referencia de las caracteristicas que te otorgan
tipicidad y que contribuyen a su permanencia, asi como de las actividades
relacionadas con su produccion, comercializacion y consumo (Linck et al., 2006).

2.1.4 Microbiota de los quesos

Los defensores de los quesos tradicionales exhortan a mantener una alta
diversidad taxondémica de comunidades microbianas en los quesos artesanales y
sostener diferentes métodos de produccién. Esta postura parte de la premisa del
hecho de que la diversidad de la actividad microbiana en conjunto con los
métodos de produccion especificos, contribuyen al desarrollo de las
caracteristicas peculiares de los quesos tradicionales, como la disminucion de

carga patégena y el perfil sensorial (Montel et al., 2014).

El queso es un alimento fermentado que contiene diferentes comunidades
microbianas, es decir, posee una microbiota que cambia conforme transcurre el
tiempo y varia de acuerdo con el tipo de queso (Afshari et al., 2020b). Los quesos
albergan una microbiota que estd constituida por consorcios procariotas,
eucariotas y virales, sin embargo, las poblaciones principales corresponden a
bacterias acido lacticas (Mayo et al., 2021). La microbiota del queso contribuye
significativamente a las caracteristicas quimicas y sensoriales tipicas de las

distintas variedades (lanni et al., 2020), lo cual es propiciado por el crecimiento e
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interaccion de la diversidad microbiana que se lleva a cabo durante la produccion

y maduracion (Bottari et al., 2020).

La diversidad y dinamica de la microbiota es muy compleja, esta varia desde el
centro (nucleo) hasta la superficie del queso (Yeluri Jonnala et al., 2018). La
biodiversidad tiende a disminuir en los nucleos del queso, donde predominan las
especies de bacterias acido lacticas (BAL), mientras que en la superficie esta
biodiversidad permanece, ya que alberga especies bacterianas, levaduras y
mohos. Generalmente los quesos elaborados a partir de leche cruda presentan
una microbiota nativa mas abundante en comparacion con los quesos producidos

con leche pasteurizada (Montel et al., 2014).

La BAL tienen un dominio en el nucleo, ya que se adaptan a las condiciones que
se presentan como bajo pH, alto contenido de NaCl, un ambiente anaerdbico,
falta de carbohidratos fermentables, etc. (Montel et al., 2014). Las bacterias acido
lacticas no iniciadoras (NSLAB) predominan en casi todas las variedades de
queso producidos de manera artesanal 0 no. Los Lactobacillus mesofilos
representan las NSBAL mas habituales, su abundancia durante la maduracién de
los quesos a base de leche cruda depende del tipo de pasta del queso (blanda,
semidura, dura) (Quigley et al., 2012) y el tiempo de maduracién (Gatti et al.,
2008).

Las NSBAL termodfilas son las comunidades microbianas viables que dominan
desde el proceso de produccion hasta la maduracién (Grappin et al., 1999), las
principales especies de LAB termofilas presentes en las diversas variedades de
gueso son Lactobacillus delbrueckii, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
helveticus y Lactobacillus fermentum (Bouton et al., 2002). Mientras tanto, entre
la diversidad microbiana subdominante se encuentran las levaduras, bacterias
Gram positivas catalasa positivas, enterococos y pediococos son subdominantes
(Rossi et al.,, 2012). No obstante, las BAL representan el grupo microbiano
dominante, registrando al menos 21 especies diferentes, las especies de mayor

dominio son: Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Leuconostoc
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mesenteroides, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Enterococus

faecalis y Enterococus faecium (Montel et al., 2014).

En la superficie de los quesos, al ser un ecosistema mas abierto que el ndcleo
(Law, 2010) en donde hay mayor disponibilidad de O2, se desarrollan
primordialmente  levaduras, mohos y bacterias aerObicas como
Corynebacteriaceae y Micrococcaceae. Las superficies de los quesos presentan
una mayor diversidad de especies y géneros de eucariotas y procariotas, se han
registrado alrededor de 30 especies de levaduras, que abarcan 14 géneros, de
los cuales las principales especies son Debaryomyces hansenii, Geotrichum
candidum, Candida catenulata, Kluyveromyces lactis y Yarrowia lipolytica (Montel
et al., 2014). Mientras que, Firmicutes, Actinobacteria y Proteobacteria son las
poblaciones bacterianas mas dominantes (Quigley et al., 2012). La biodiversidad
y dinamica de la microbiota que se encuentra presente en los quesos
tradicionales es muy compleja que representa un papel crucial en la

determinacion de la tipicidad de cada variedad existente (De Filippis et al., 2016).
2.1.5 Factores que influyen en lamicrobiota de los quesos artesanales

La microbiota presente en los quesos artesanales procede de diversas fuentes
de origen y esta influenciada por varios factores. El tipo de leche cruda y/o
pasteurizada, el cuajo, los cultivos iniciadores, las hierbas, las especias
(Sudagidan et al., 2021), el medio ambiente (Yang et al., 2021), el equipo de
produccion, las practicas de elaboracion empleadas (Montel et al., 2014), el
contenido de sal, los grados de maduracién, los tanques de salmuera, las tinas,
los estantes de maduracion, los cuchillos y otras superficies en las instalaciones
de produccion (Yeluri Jonnala et al., 2018). Esta colonizacion depende de las
caracteristicas de la superficie, la disponibilidad y composicion de nutrientes, la
capacidad de los microorganismos para formar biopeliculas, factores ecolégicos

y de los operadores (Stellato et al., 2015).
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La composicion y diversidad microbiana difiere de la leche cruda a la
pasteurizada, entre la cuajada, el suero, el queso y el origen (leche de vaca, cabra
y oveja). La microbiota de la leche cruda esta influenciada por las cargas
microbianas presentes en el canal del pezdn, la superficie de la piel del pezon,
las practicas de higiene, los cuidadores de animales y la microbiota autoctona de
los equipos y recipientes de almacenamiento (Quigley et al., 2012). La diversidad
de microorganismos presentes en la leche es tan diversa que se tiene registrado
la presencia de mas de 100 géneros y al menos 400 especies diferentes;
principalmente bacterias Gram negativas, Gram positivas catalasa-positivas,
bacterias acido lacticas, levaduras y hongos (Montel et al. 2014). EIl tratamiento
a alta temperatura (pasteurizacién) y el bajo pH también contribuyen a la
seleccion de bacterias especificas en algunos quesos artesanales que se

elaboran en ausencia de bacterias iniciadoras (De Filippis et al., 2014).

La adicion de ingredientes también influye en la microbiota, en un estudio
referente a quesos artesanales irlandeses, se refleja como las proporciones de
lactobacilos incrementaron y los lactococos disminuyeron por la adicién de
hierbas, mientras que el elevado contenido de sal inhibié la proliferacion de
Leuconostoc y Pseudomonas (Quigley et al., 2012). Las salmueras también
influyen en la diversidad microbiana, estas dependen del tipo de queso a
elaborar, la planta quesera especifica y las concentraciones de salinidad. Se ha
reportado que algunas de las bacterias adventicias encontradas en la salmuera,
como Staphylococcus equorum, puede presentar una actividad antibacteriana
contra Listeria monocytogenes en las superficies del queso, ademas puede influir
en el desarrollo de propiedades sensoriales como el sabor y olor de quesos
madurado (Yeluri Jonnala et al., 2018). No obstante, si la salmuera se encuentra
contaminada esta a su vez puede contaminar el nucleo y la superficie de los
guesos por ello se recomienda la supervision e higienizacion peridédicamente
(Marino et al., 2017).
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La limpieza es un factor importante en la eliminacion de las bacterias de deterioro
gue se encuentran en de las superficies de las plantas lecheras, mientras que el
tipo de material de la superficie tiene una gran influencia en la adherencia de las
bacterias. Los materiales como el plastico son mas porosos y no viables para una
limpieza profunda, ya que son sensibles al agua caliente, lo que provoca
corrosion e incrementa la posibilidad de que se adhieran las bacterias (Stellato et
al., 2015).

2.1.6 La microbiota de los quesos artesanales mexicanos como objeto de

estudio

Los quesos mexicanos genuinos son parte de la tradicion y cultura del pais, sin
embargo, ante la presion competitiva de los productos de imitacion y la falta de
revalorizacion del publico se encuentran desapareciendo paulatinamente,
aunado a la perdida de nuestras tradiciones gastronémicas y de nuestra propia
identidad (Villegas & Cervantes, 2011). Por ello, se han encausado
investigaciones con el fin de documentar, caracterizar, salvaguardar y revalorizar
los quesos mexicanos por medio de diversas estrategias y métodos de estudio.
Ejemplo de ello es el queso Cotija, un queso mexicano artesanal elaborado a
partir de leche cruda, su maduracién se lleva a cabo en un ambiente abierto, por
lo tanto, la humedad, la lluvia y la temperatura se consideran como parametros
importantes. Aunado, a las superficies de madera que se emplean para amasar
la cuajada durante la salazén, las cubas y mesas utilizadas en el proceso de
elaboracion del queso fungen como una importante fuente microbiana que se
encuentra en el queso. A partir del analisis metagendémico de secuencias del gen
16S ADNr se reporta que alrededor del 80% de la poblacion bacteriana esta
formada por Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides, y Weissella
paramesenteroides, y por mas de 500 géneros subdominantes pertenecientes a
31 phyla (bacterias y arqueas), Dehalobacter, Desulfohalobium, Halomonas,
Thermohalobacter y Haloquadratum por mencionar solo algunos ejemplos
(Escobar-Zepeda et al., 2016).
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El queso de hebra o quesillo es un queso estirado de pasta filata que también se
ha investigado, referente a su microbiota, a través del uso de la secuenciacion
de alto rendimiento (high-throughput sequencing) del gen 16S/18S ADNr, se ha
descrito la microbiota del ndcleo que reporta a nivel de género Streptococcus
(70.8 %), Lactococcus (12.5 %), Escherichia-Shigella (6.8 %) y Lactobacillus (1.8
%) como las bacterias en mayor abundancia. Mientras que, en el caso de hongos,
los géneros dominantes son Scheffersomyces (67.3 %), Saccharomyces (18.8
%), Galactomyces (4.6 %) y Candida (2.9 %) (Murugesan et al., 2018). El queso
de Bola de Ocosingo producido en Chiapas a partir de leche cruda es otro
ejemplo en el que la aplicacién de la secuenciacién de alto rendimiento ha
revelado la composicion de su microbiota, donde predominan especies como
Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis, Lactobacillus helveticus, L.
delbrueckii y L. plantarum, y en niveles mas bajos Escherichia coli/Shigella
flexnerii se encuentran presentes en casi todas las etapas del proceso (Aldrete-
Tapia et al., 2018).

Otro estudio referente a la caracterizacion de los quesos artesanales mexicanos
es el realizado al queso Poro producido en Tabasco, en esta investigacion por
medio de la prueba de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se aprecia la
abundancia de Lactobacillus plantarum, L. fermentum, L. farciminis y L.
rhamnosus como los principales microorganismos encontrados en este queso
(Gonzélez-Ariceaga et al., 2019). El queso Adobera de los Altos de Jalisco, se ha
descrito como un queso de pasta filata, fresco a ligeramente maduro, elaborado
con leche de vaca cruda de la raza, acidificado por su microbiota autoctona, de
pH bajo y elevado contenido de humedad (Villegas et al., 2014), referente a su
microbiota y por el uso de secuenciacion de alto rendimiento de librerias de
16S/18S ADNr, se ha determinado que los géneros bacterianos dominantes en
son Streptococcus (68-77 %), Lactococcus (13-21 %) y Lactobacillus (5.7 %).
Mientras que en el caso de hongos se reporta que la microbiota esta
representada por los geéneros Galactomyces, Saccharomyces, Yarrowia,
Scheffersomyces. Candida y Dikarya (Murugesan et al., 2018).
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A pesar de los estudios referentes a los quesos artesanales mexicanos, la
informacion disponible de mayoria de distintas variedades sigue siendo limitada.
Por lo cual, discernir la microbiota asociada con la leche y el queso cobra mayor
importancia para entender como todas las etapas del proceso de produccion del
gueso influyen en la microbiota albergada, y a su vez como esta impacta en las

caracteristicas sensoriales y de bioseguridad del alimento (Tilocca et al., 2020).

2.1.7 Caracterizacion de lacomposicion microbiana: métodos dependientes

de cultivo

Los quesos artesanales se han considerado como poco seguros desde el punto
de vista microbioldgico, por lo cual, para hacer frente a los riesgos sanitarios y
mejorar su calidad, hasta hace unos afos la investigacion se enfocaba
principalmente en la deteccién de microorganismos patdgenos y la evaluacion de
la calidad microbiologica del queso mediante métodos dependientes del cultivo
(Metz et al., 2020).

Los métodos tradicionales de identificacion se basan en los andlisis fenotipicos y
fisiologicos de las poblaciones microbianas. La identificacibn comienza con el
examen morfolégico de colonias aisladas en un medio sdlido selectivo, y contindia
la observacion microscopica de frotis de microorganismos aislados previamente
tefiidos de acuerdo con la técnica de Gram, posteriormente se realiza la
inoculacion y las pruebas bioquimicas, es necesario purificar el respectivo
microorganismo para luego obtener suficiente biomasa y realizar pruebas tales
como: sistemas indicadores de pH, formacion o degradacion de determinadas

sustancias y actividades enziméticas (Nieto et al., 2004).

Sin embargo, las técnicas de microbiologia basadas en cultivos presentan
limitaciones en términos de reproducibilidad y desafios en la capacidad de cultivo
de algunos microorganismos (Jung et al., 2011). Aunque la enumeracion y el
aislamiento microbianos resultan utiles para discernir cambios en la poblacion y
preservar la diversidad microbiana, solo pueden revelar la fraccion de

comunidades microbianas viables y cultivables. Ademas, la profundidad del
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analisis depende de la cantidad y selectividad de los medios apropiados de cultivo
apropiados (Penland et al., 2021). Por lo tanto, los métodos dependientes de
cultivo no permiten tener una imagen completa de la microbiota existente (Kothe
et al., 2022), ya que tienen una capacidad limitada para detectar
microorganismos "dificiles de cultivar" o subdominantes, lo que puede dar

resultados engafosos (Yeluri Jonnala et al., 2018).
2.1.8 Metagen6mica

Los métodos de microbiologia clasica basados en la dependencia de cultivos
para realizar el estudio de la microbiota asociada al queso cambiaron a enfoques
independientes de cultivo con el advenimiento de las ciencias O0micas mas
recientes (Afshari et al., 2020b). Estos enfoques han permitido determinar la
composiciéon y el rol que juega la comunidad microbiana presente en la leche
cruda destinada a la produccién de queso y que a su vez conforman la microbiota
de este, también brindan una conceptualizacidén holistica de las biomoléculas
responsables de la estructura, funcion y dindmica de consorcios de
microorganismos que co-habitan en el mismo nicho ecolégico (Tilocca et al.,
2020). Las disciplinas involucradas en la cuantificacion e identificacion de estas
biomoléculas relacionadas con la microbiota son la metagenémica,
metatrasncriptdmica, metaprotedémica y metabolémica, métodos basadas en el
estudio de ADN, ARN, proteinas y metabolitos respectivamente, procedentes de

la comunidad microbiana en conjunto (Deusch et al., 2015).

La metagenOmica estudia la ecologia microbiana en su estado natural en el
medio ambiente, independientemente de sus caracteristicas no cultivables
(Thomas et al., 2012). Esta disciplina facilita la comprension del microbioma a
nivel agregado y ofrece informacion sobre como interactian estos genes para
cumplir funciones colectivas (Comité sobre metagendémica del Consejo Nacional
de Investigacion de EE. UU., 2007). La investigacién metagenémica referente a
la microbiota del queso tiene como objetivo estudiar el genoma completo de toda
la comunidad microbiana que se encuentra en un nicho ecoldgico determinado,
es decir, el queso (Thomas et al., 2012).

26



Las etapas clave de la investigacion metagendmica consisten en la extraccion de
ADN de la biomasa, después el ADN se somete a secuenciacion y se realiza el
analisis de datos bioinformaticos. La extraccion del ADN es de suma importancia,
ya que debe representar la heterogeneidad de los microorganismos que
componen la microbiota del queso y las proporciones de abundancia relativa, los
protocolos de extraccion de ADN a menudo se realizan utilizando kits comerciales
(Tilocca et al.,, 2020). La secuenciacion metagendémica se basa en las
denominadas plataformas de secuenciacién de proxima generacion (NGS), de
las cuales las mas utilizadas son 454 Roche Pyrosequencing, SOLID e lllumina
Sequencing by Synthesis (Deusch et al., 2015). Los protocolos de preparacion
de bibliotecas y reactivos de secuenciacién dependen en gran medida de la
tecnologia y del equipo de secuenciacion que se utilice (Seifert et al., 2013).

Existen dos enfoques basicos en los estudios de metagendmica, la
metagendmica basada en secuencias y basada en funciones (Adebo et al.,
2023). La primera, conlleva a la determinacion de la secuencia de &cidos
nucleicos y el orden de los nucleétidos en el ADN. Las tecnologias de huellas
dactilares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y los métodos
electroforéticos se encuentran involucrados antes de la secuenciacion del ADN.
La amplificacion por PCR se dirige a regiones hipervariables (V1-V9) del gen 16S,
26S y 28S ARNr de bacterias y de hongos (ITS) (Bigot et al., 2016).

La metagendmica basada en funciones por su lado comprende la secuenciacion
de proxima generacion (NGS por sus siglas en ingles), también conocida como
secuenciacion profunda o secuenciacion paralela masiva, esta implica una
tecnologia de secuenciacion de ADN escalable, de alta velocidad, a gran escala
y profunda que permite consultas de todo el genoma, los exones dentro de todos
los genes conocidos o solo los exones de genes seleccionados (Alfaro et al.,
2019); y por otra parte estd la secuenciacidbn shotgun que implica la
fragmentacién aleatoria de secuencias de ADN en varias piezas mas pequefias
para luego volver a ensamblar los fragmentos mediante la consulta de regiones

superpuestas (Agyirifo et al.,, 2019), una de las ventajas de este tipo de
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secuenciacion es que nos permite realizar la clasificacion de todos los
microorganismos presentes a nivel de especie o inclusive de cepa, asi como la
obtencién de informacion sobre el potencial funcional de la microbiota (Yeluri
Jonnala et al., 2018).

La secuenciacidon metagendémica ha brindado la oportunidad de determinar la
identificacion mas precisa de la microbiota presente en los quesos, caracterizar
su dindmica poblacional durante el proceso de maduracion, asi como su
contribucion al desarrollo de caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas que

le otorgan tipicidad a cada variedad de queso (Kamilari et al., 2019).

2.1.9 Metabolémica

La metabolémica es un campo multidisciplinario de investigacion que combina la
quimica analitica, la bioguimica y la bioinformética para identificar todas las
pequefias moléculas endbégenas sintetizadas y modificadas en células, tejidos u
organismos completos. Se emplea comunmente para detectar, identificar y
cuantificar metabolitos de bajo peso molecular (<1500 Da) en sistemas bioldgicos
en respuesta a condiciones ambientales, abioticas y bidticas (Roessner et al.,
2011). La metabolémica orientada a los alimentos es una técnica que se emplea
para identificar y comprender el metaboloma de los alimentos, incluida su
bioquimica, biotransformacién y composicion, permitiendo obtener un mapa
molecular detallado y completo de miles de metabolitos involucrados en procesos

alimentarios como la fermentacién (Wang et al., 2020).

Existen dos enfoques principales en la metabolémica, el analisis dirigido y el no
dirigido (Spratlin et al., 2009). La metabolémica no dirigida se lleva a cabo para
recolectar y analizar todos los metabolitos en un sistema bioldégico dado. Como
método de descubrimiento, el analisis no dirigido puede revelar nuevos
compuestos y productos quimicos desconocidos, lo que conlleva a nuevos
conocimientos sobre la fermentacion y los alimentos fermentados (Adebo et al.,
2023). Mientras que, la metabolémica dirigida se enfoca en grupos o categorias

predefinidos de metabolitos, como los metabolitos asociados con una via
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metabdlica especifica o responsables de ciertas propiedades de los alimentos,
por ejemplo, compuestos fendlicos, aminoacidos, vitaminas y azucares, etc.
(Lacalle-Bergeron et al., 2021). Por lo tanto, este enfoque implica la seleccion de
metabolitos objetivo y su posterior analisis utilizando métodos analiticos
especificos. La separacion de metabolitos se lleva a cabo utilizando diversas
técnicas analiticas y las mas utilizadas en alimentos fermentados para estudios
de metabolémica son los sistemas de separacion acopladas a espectrometria de
masas como cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS),
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) y resonancia

magnética nuclear (NRM) (Lacalle-Bergeron et al., 2021).

La cromatografia liquida-espectrometria de masas se considera una poderosa
herramienta analitica para la identificacion y cuantificacion de metabolitos (Salem
et al., 2020). Sus ventajas, como la velocidad, la sensibilidad y la versatilidad, la
convierten en la plataforma analitica elegida para el andlisis de muestras a gran
escala y en una herramienta til para el analisis metabolomico dirigido y no
dirigido (Yoshida et al., 2012). La cromatografia de gases-espectrometria de
masas por su parte es una técnica analitica de alto rendimiento con resolucion,
reproducibilidad de separacion y sensibilidad (Park et al., 2010). Esta técnica
incluye ionizacidon electrénica continua y bibliotecas estandarizadas para
acumular tiempos de retencion cromatograficos y espectros de masas de mas de
500 000 compuestos (Fiehn, 2017). Mientras que, la resonancia magnética
nuclear es un método poderoso que requiere una preparacion minima de la
muestra y, en general, puede detectar todos los metabolitos que contienen
hidrogeno-1 (protio), particularmente en los alimentos fermentados (Chen et al.,
2016). Las ventajas que brinda son la relacién precisa y cuantitativa entre la

intensidad y la concentracion molar de las resonancias (Sundekilde et al., 2013).

En los ultimos afios, la metabolomica se ha aplicado en el andlisis de varias
muestras de productos lacteos. Por lo tanto, el andlisis integral de la
metagenOmica y la metaboldmica proporciona una poderosa herramienta para

descifrar el proceso de produccion de queso en relacion con la dinamica y las
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funciones de las comunidades microbianas asociadas (Yang et al., 2021), como
la contribucion de la microbiota en la produccion de diferentes metabolitos y, en

particular, aquellos relacionados con el sabor (Afshari et al., 2020).

2.1.10 Caracteristicas de laregiéon de estudio

La region de la Tierra Caliente de Guerrero esta ubicada en la meseta que rodea
las cuencas del rio Balsas y el rio Tepalcatepec (Lépez, 2021). Esta regidon
representa el 17.8 % de la superficie total del estado, tiene una extension
territorial de 11,474.2 km?y esta conformada por nueve municipios: Ajuchitan del
Progreso, Arcelia, Cutzamala de Pinzon, Coyuca de Catalan, Pungarabato, San

Miguel Totolapan, Tlapehuala, Tlalchapa, y ZirAndaro.

La Tierra Caliente presenta un relieve de zona baja, plana y rodeada de
montafias, tiene un clima célido seco, en la época de primavera alcanza
temperaturas superiores a los 40 °C y en invierno solamente desciende 10 °C
(Gonzéalez, 2010). La regidon posee suelos planos arcillosos y tiene una fisiografia
de tierras francas conformada de lomerios con pendientes menores a 10 %
(Palemon-Alberto et al., 2017).

En este estudio se consider6 dos municipios de la region de Tierra Caliente de
Guerrero, Coyuca de Catalan y Tlalchapa (ver Figura 1), lugares donde se conoce
la produccion del QSTCG. Esta zona de Guerrero colinda al norte con el estado
de Michoacan y México, al sur con municipios Técpan de Galeana, Atoyac de
Alvarez y Petatlan, al este con los municipios de General Heliodoro Castillo,
Apaxtla y Teloloapan, y al oeste con Coahuayutla de José Maria lzazaga
(Guzman, 2009).
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Mapa de ubicacién del area de estudio
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Figura 1. Region de la Tierra Caliente.
Fuente: Elaboracion propia

La principal actividad econdmica es la agricultura de productos como el maiz, el
ajonjoli, el café y la copra. Esta actividad de temporal se lleva a cabo en
condiciones tecnoldgicas limitadas. La ganaderia es la otra fuente econémica que
predomina, donde la region de la Tierra Caliente ocupa el tercer lugar con mayor
uso de suelo en el estado de Guerrero con el 21.1 %. EIl principal centro
econdmico de la Tierra Caliente de Guerrero es Ciudad Altamirano, perteneciente
al municipio de Pungarabato, lugar donde se comercializan productos regionales,
como: el “pan de baqueta”, el QSTCG sombreros de palma, huaraches de piel,

mezcal, alimento para ganado y frutas (L6épez-Rios et al., 2016).
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3. CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA DEL QUESO SECO
DE LA TIERRA CALIENTE DE GUERRERO

3.1 Introduccién

Un queso artesanal de acuerdo con la American Cheese Society es aquél que se
produce en pequefia escala, utilizando las habilidades, destrezas y el
conocimiento practico de los queseros, por lo tanto, se elaboran a mano
empleando la menor mecanizacion posible y con técnicas tradicionales (Paxson,
2011). Villegas & Cervantes (2011) definen los quesos mexicanos artesanales
como genuinos, legitimos, naturales y auténticos, los cuales expresan la historia,

la cultura y el saber hacer que se transmite de generacion en generacion.

Los quesos artesanales se distinguen, en la mayoria de los casos, por el empleo
de leche cruda para su producciéon (Montel et al., 2014); aunque, también se
elaboran a partir de leche pasteurizada. Los ingredientes principales de los
guesos artesanales son leche fluida, cuajo y sal (Villegas & Cervantes, 2011). En
México se tenian descritos mas de 40 variedades de quesos catalogados como
genuinos (Villegas et al., 2016).

La produccion de quesos tradicionales es de gran importancia, ya que
constituyen un ejemplo de transmision de identidad y representacion social del
territorio al que se encuentran vinculados. En cada pedazo de queso se
encuentra y transmite su procedencia, contexto fisico-ambiental, cultural, formas
de elaboracion y degustacion, los cuales otorgan esa tipicidad, que los hace
originales y distinguidos (Berno & Fusté-Forné, 2019). El queso Seco de la Tierra
Caliente de Guerrero (QSTCG), es un queso madurado elaborado de manera
artesanal en la region de la Tierra Caliente del estado de Guerrero. Se produce
a partir de leche cruda de vaca, cuajo animal y sal. EIl QSTCG es caracteristico
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por sus atributos sensoriales de sabor salado, textura desmoronable y porosidad,
ademas de ser un queso tradicional mexicano catalogado como genuino (Lopez,
2021).

La caracterizacion de los quesos permite catalogar y determinar la diversidad de
este alimento, esta actividad consiste en abordar las caracteristicas tecnologicas,
quimicas, sensoriales y microbiolégicas (Almena-Aliste & Mietton, 2014). En
particular, la microbiologia del queso juega un papel importante, debido a que
interviene en su calidad y tipicidad (Gobbetti et al., 2018). El queso aloja diversas
comunidades microbianas, es decir, posee una microbiota que es diferente segun
la variedad de cada queso (Afshari et al., 2020a). La microbiota del queso se
encuentra constituida por un consorcio de poblaciones procariotas, eucariotas y
virales (Mayo et al., 2021). Los microorganismos que comprenden esta
microbiota provienen de distintas fuentes como lo es la leche cruda o
pasteurizada, el cuajo, los cultivos iniciadores, las hierbas y especias (Sudagidan
et al., 2021), el equipo, utensilios empleados y el entorno de produccién (Yang et
al., 2021).

La microbiota influye en las caracteristicas quimicas y sensoriales de los quesos
(Yeluri Jonnala et al., 2018). La composicién, el crecimiento y la interaccién de
los microrganismos durante todo el proceso de elaboracion y maduracién (Bottari
et al., 2020) permiten el desarrollo particular del sabor y la textura en cada
variedad de queso (Tilocca et al., 2020). Comprender la microbiota asociada al
gueso es de vital importancia para controlar y optimizar la apariencia, el sabor, la
calidad y seguridad del producto final (Walsh et al., 2020). Los métodos
dependientes de cultivo se han empleado para comprender y caracterizar la
diversidad microbiana de los quesos (lanni et al., 2020). Sin embargo, estas
técnicas tienen limitaciones debido a que no proporcionan una visidbn completa
de la microbiota existente porque no detectan varias especies que son dificiles

de cultivar y requieren de medios de cultivo selectivos (Kothe et al., 2022).

El advenimiento de las técnicas independientes de cultivo basadas en la

metagenomica cambid el enfoque empleado para analizar la microbiota (Biolcati
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et al.,, 2020). Las nuevas técnicas estan asociadas a meéetodos moleculares
fundamentados el ADN y/o ARN, la secuenciacion de alto rendimiento (HTS)
(Yeluri Jonnala et al., 2018) y el desarrollo de las herramientas bioinformaticas
(Afshari et al., 2020a). La HTS es un poderoso método que tiene la capacidad de
brindar una identificacion mas detallada de la composicion y diversidad de la
microbiota (ElI Sheikha & Hu, 2020), también permite caracterizar la dinamica
poblacional que impacta en el proceso de maduracién y determinar las especies
microbianas implicadas en la formacion de -caracteristicas sensoriales y
fisicoquimicas que otorgan tipicidad a cada tipo de queso (Kamilari et al., 2019).
La secuenciacion metagendmica shotgun es una herramienta que posibilita la
caracterizacion completa de la microbiota, la clasificacion taxondémica a nivel de

especie y cepa, asi como informacion funcional (De Filippis et al., 2016).

Las metodologias de secuenciacion metagenomica permiten caracterizar la
comunidad microbiana de los quesos, sin embargo, no ofrecen conocimientos
referentes a la funcién metabdlica de la microbiota, que impacta en la calidad y
formacion de las caracteristicas sensoriales del alimento (Yang et al., 2021). La
metabolémica es una de las ciencias émicas que se encarga de estudiar los
metabolitos de un sistema u organismo (Castro-Puyana et al., 2017), las
investigaciones en quesos se han enfocado en determinar los metabolitos
producidos por la microbiota, permitiendo comprender la relacion de la microbiota
con la produccion de los metabolitos especificos del queso (Afshari et al., 2020a).
De manera que la combinacibn de las herramientas 6micas como la
metagendémica y metabolémica permiten ampliar el conocimiento de la
composicién, dinamica y funcién de la microbiota asociada al queso (Yang et al.,
2021)

Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue caracterizar la microbiota
asociada con el queso Seco de la Tierra Caliente de Guerrero, por medio de la
secuenciacion metagendmica shotgun y analisis metabolémico, para determinar
como la microbiota presente impacta en las caracteristicas que le otorgan su

tipicidad a esta variedad de queso.
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3.2 Materiales y métodos
3.2.1 Muestras evaluadas

Se obtuvieron seis piezas de queso Seco de la temporada de secas (abril, 2022),
de dos productores diferentes (A y B) ubicados en el municipio de Tlalchapa y
Coyuca de Catalan (localidad Paso de Arena), Guerrero, respectivamente. De las
mismas queserias se muestrearon seis piezas de queso de la temporada de
lluvias (septiembre, 2022). En ambos muestreos, los quesos se recolectaron a
los 30 dias de maduracion, se transportaron directamente al laboratorio a 4 °C y

fueron almacenados a -24 °C hasta su posterior analisis.

3.2.2 Analisis quimico proximal

Determinacion de humedad

En crisoles a peso constante se pes6é de 3 a 4 g de muestra de queso,
previamente molido. Después se colocaron en una estufa SHEL LAB® (Sheldon
Manufacturing, Inc., Cornelius, OR., USA) para secar el material a 105 °C,
durante un tiempo de 5 h (AOAC 926.08, 2002).

Transcurrido el tiempo de secado los crisoles se colocaron en un desecador para
su enfriamiento y finalmente se pesaron en una balanza analitica para calcular el

contenido de humedad empleando la ecuacion 1.

Porcentaje de humedad = (P;/[—PO) x 100 [%] (Ec. 1)

P: Peso de la caja con muestra humeda.
Po: Peso de la caja con muestra seca.
M: Peso de la muestra.

Determinacién de cenizas

En crisoles a peso constante se peso de 3 a 5 g de muestra de queso, previamente
molido. Después las muestras se incineraron usando un mechero bunsen hasta
que dejaran de desprender humo. Posteriormente los crisoles con la muestra

incinerada se colocaron en una mufla THERMOLYNE™ (Thermo Scientific Inc.,
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Waltham, MA., EE. UU.) a 550 °C, para llevar a cabo la calcinacion durante 4 h
(AOAC 935.42, 2002).

Finalizada la calcinacion se dej6 enfriar las muestras y después se transfirié a un
desecador para su enfriamiento. Finalmente, los crisoles con la muestra se

pesaron para calcular el contenido de cenizas mediante la ecuacion 2.

Porcentaje cenizas = % x 100 [%] (Ec. 2)

P: Peso del crisol con las cenizas.
Pv: Peso del crisol sin muestra.
M: Peso de la muestra.

Determinacion de pH

La determinacion del pH se llevé a cabo con un potenciémetro CORNING
(Corning Incorporation, NY, USA), previamente calibrado con buffers de pH4y 7
(J.T.Baker). Se analizaron 10 g de queso, la muestra se diluyé en 10 mL agua

destilada y después se tomo la lectura del potenciometro (Piras et al., 2013).
Determinacion de sodio

Se pesaron de 2-3 g de queso molido, la muestra se coloc6é en un matraz
Erlenmeyer y después se afadi6 35 mL de agua a temperatura de 55 °C.
Enseguida se mezclé perfectamente y se afiadié 15 mL de agua mas para una
mejor dispersion de la muestra. Posteriormente se afiadié 1 mL de cromato de
potasio y se realiz6 la valoracion con una solucién estandarizada de nitrato de
plata hasta virar, para el calculo se empled la ecuacién 3 (Avila-Hernandez et al.,
2018).

Porcentaje de NaCl = mL AgNO; x N AgNO; X 0.05844 x —

g de muestra

[%] (Ec. 3)

N: Normalidad de la soluciéon valorada de AgNOs
Determinacion de proteina

La determinacion de proteina se realiz6 mediante el método Kjeldahl, bajo las
especificaciones de la AOAC 978.04-968.01 (2006), se pes6 0.2 g de queso Seco
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molido y se depositd en un tubo de digestion Kjeldahl, al tubo se le afiadio 9 mL
de H2SO4, 5 perlas de vidrio y una pastilla digestora. Después, se realiz6 la
digestion aumentando la temperatura gradualmente a 440 °C y se mantuvo
durante 60-90 min hasta obtener un liquido transparente con una coloracién azul
verdosa. La destilacion se llevo a cabo afiadiendo 50 mL de H3BOsz al 4 %y 2
gotas de indicador de proteina en un matraz Erlenmeyer que se coloco bajo el
tubo de salida del refrigerante correspondiente al equipo destilador, luego en el
tubo de digestion se afadio 200 mL de H20 destilada y 90 mL de NaOH al 40 %,
la destilacion finalizé hasta obtener un volumen de 250 mL en el Erlenmeyer.
Finalmente, se realiz6 la titulaciéon con una soluciéon de HCI al 0.0923 N vy el
calculo del contenido de proteina se efectué con la ecuacion 4 — 5.

(V1=Vp) X N x meq N, x100
P

Porcentaje de nitréogeno = [%] (Ec. 4)

Vo: Volumen gastado de H2SOa4 con el blanco.
V1: Volumen gastado de H2SO4 con la muestra.
N: Normalidad de la solucién valorada de HCL
meq Nz: Miliequivalente del N2 (0.014).

P: Peso de la muestra.

Porcentaje de proteina= % N X F [%0] (Ec. 5)

F: Factor proteico (6.38 utilizado para lacteos).
% N: Porcentaje de nitrégeno.

Determinacion de grasa

El contenido de grasa fue se determind por la técnica de extraccion de Soxhlet,
método oficial de la AOAC 920.35 (2002), que consistioé en pesar 3-4 g de queso
Seco molido, después la muestra se introdujo en cartuchos de extraccion de
celulosa previamente pesados y mantenidos a peso constante. Los cartuchos se
colocaron dentro del extractor Soxhlet, en los matraces se afadio 80 mL del
solvente de éter petréleo y se dejé efectuar la extraccion a 100-110 °C durante
4-6 h. Una vez terminada la extraccion se retiraron los cartuchos del extractor y

se elimind el solvente por evaporacion dejando secar en la estufa a 100 °C
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durante 2 h. Finalmente, los cartuchos se dejaron enfriar en un desecador y se

calculo el porcentaje de grasa con la ecuacion 6.

Porcentaje de grasa = (PlM;I)Z) x 100 [%0] (Ec. 6)

P1: Peso del dedal mas muestra con grasa.
P2: Peso del dedal mas muestra sin grasa.
M: Peso de la muestra.

3.2.3 Andlisis metagendmico

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 utilizando el kit de minipreparacion de ADN
ZymoBIOMICS™: No.cat D4300 (Zymo Research, Irvine, CA., EE. UU.) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones. Se
molieron 5 g de cada muestra de queso en un mortero y se utilizaron 0.4 g para
la extraccién. La muestra se transfirié al tubo de lisis ZR BashingBead™ y se
incubé con 750 pL de solucién de lisis ZymoBIOMICS™ y 100 uL de proteinasa
K durante 1 h a 55 °C. Después de la lisis, la suspension se centrifugd (12,000
rpom, 5 min) y el ADN se extrajo de acuerdo con las especificaciones del
fabricante. La concentracion y pureza del ADN extraido se determind con un
espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc.,
Wilmington, DE, EUA).

Secuenciacion metagendmica shotgun

Las bibliotecas shotgun de metagenoma completo se prepararon de acuerdo con
la guia de preparacion de bibliotecas de Illumina - ADN (whole genome) (lllumina,
Inc., San Diego, CA., EE. UU.). Las bibliotecas se secuenciaron en Illumina
NovaSeq - S4 - PE 150 (lllumina, Inc., San Diego, CA., EE. UU.) utilizando el kit
IDT XGen™ (Integrated ADN Technologies, Inc., Coralville, lowa., EE. UU.). La
secuenciacion se realizd6 con una configuracion de 150 ciclos de extremo

emparejado en las instalaciones de Oklahoma Medical Research Foundation
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Genomics Core (OMRF, Oklahoma City, USA) de acuerdo con los protocolos de

secuenciacion estandar de lllumina.

3.2.4 Anélisis metabolémico

Preparacion de extractos acuosos

Los extractos acuosos se obtuvieron bajo la metodologia sefialada por Torres-
Llanez et al. (2011) con ligeras modificaciones. Se tomaron 40 g de queso y se
homogenizaron con 80 mL de agua destilada empleando agitacion mecanica
durante 15 min. EI homogenizado resultante se mantuvo a 4 °C durante 1 h,
después se filtr6 en papel filtro Whatman™ grado 1 de 125 mm (Whatman
International Ltd, Maidstone, England), el material insoluble fue separado por
centrifugacion a 4700 g por 30 min en una centrifuga Frontier™ FC5718R
(OHAUS Corpotation, Nanikon, Switzerland) manteniendo una temperatura de
°C, y el sobrenadante se filtr6 con un filtro de jeringa Corning® diam. 28 mm,
tamafio de poro 0.2 ym (Corning Incorporated, Oneonta, N.Y., USA) para quitar
impurezas. Los extractos obtenidos se diluyeron en una proporcién 1:10 y fueron

almacenados a -24 °C para su posterior analisis.
Espectrometria de masas

El andlisis metaboldmico se realiz6 bajo la metodologia determinada por Benitez-
Guerrero et al. (2022) con ligeras modificaciones. El espectrofotometro de masas
de resonancia de ciclotron i6nico por transformada de Fourier (FT-ICR MS)
Solarix XR (Bruker, Bremen, Alemania), se calibr6 en modo Electrospray (ESI)
positivo y negativo con solucion de trifluoroacetato sédico. Las muestras se
inyectaron en el instrumento con una jeringa Hamilton de 250 yL a un caudal de
120 pL/h mediante ESI positivo y negativo (capilar: 3500 V, 2499.3 nA,
desplazamiento de la placa final: -500 V, 30.931 nA). Las condiciones de
adquisicion fueron las siguientes: 42.99 Low m/z, 3000 High m/z, 24 escaneos
promedio, 0.1 Accum (s) y 8M de resolucion. La sintonizacion del gas fuente fue
N2, a 0.6 bar de nebulizacién, 4.0 L/min de gas seco, y 200 °C de temperatura

seca. Se utilizé el programa DataAnalysis v.6.0. para los datos generados. El
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nombre y la estructura de los metabolitos se asignaron utilizando el software
Bruker Compass MetaboScape 2022 b v.9.0.1, provisto con una base de datos
de leche de vaca que se obtuvo de The Human Metabolome Database v.5.0. Para
el andlisis estadistico, se utilizé6 el programa MetaboAnalyst v.5.0 y RStudio

v.4.2.3 para la generacion de los heatmaps.

3.2.5 Andlisis bioinformético

La calidad de las lecturas de secuencias de ADN obtenidas se evalué mediante
FastQC (v0.12.1), las secuencias fueron filtradas y limpiadas de acuerdo con
JGIRQCFilter (v38.22), para la clasificacidon taxonémica se emple6 KAIJU

(v1.9.0) y para el analisis estadistico se utilizé SigmaPlot (v13.0).
3.2.6 Analisis estadistico

Los datos obtenidos del analisis quimico proximal se analizaron con un disefio
completamente al azar (DCA), y se aplicé la comparacion de medias de Tukey con
un grado de confiabilidad del 95 %. Para realizar el analisis estadistico se utilizé

el paquete estadistico Minitab 17 y SAS v.9.4.

3.3 Resultados y discusién
3.3.1 Andlisis quimico proximal

La composicion quimico proximal del QSTCG en dos temporadas de produccion
(lluvias y secas) se muestra en el Cuadro 1; considerando estos resultados, se
observaron diferencias significativas en los parametros evaluados (p < 0.05),

excepto por el contenido de grasa, que fue igual en las temporadas evaluadas.

El contenido de humedad presento un valor inferior en la temporada de secas
comparado con la temporada de lluvias, lo cual es una caracteristica favorable,
ya que el contenido de humedad es un factor que influye en la proliferacion de
microorganismos. El porcentaje de humedad presenta similitud con lo reportado
por Salas & Montes (2021) quienes informaron para el queso de Zacazonapan
un porcentaje entre el 33.19 % y 40.51 %, mientras que Hernandez et al. (2010)

determinaron un valor del 31.8 % al 41.9 % en el queso Afiejo mexicano. Cabe
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mencionar que de acuerdo con la NMX-F-713-COFOCALEC-2014, el QSTCG se

clasifica como extraduro, debido a que presenta valores < 51 % de humedad.

La variable de cenizas presentd un mayor porcentaje en relacion con lo reportado
en otros estudios como el caso del queso de Tepeque de la Tierra Caliente de
Michoacan, donde en la temporada de secas se registré un valor de 5.5 %, y en
la temporada de lluvias, 6.6 % (Solis et al., 2013). Asimismo, en el queso Afiejo
estilo Manchego Mexicano se obtuvo un porcentaje de 4.76 % a los 30 dias de

maduracion (Mezo-Solis et al., 2020).

En lo que respecta al contenido de grasa, no se present6 diferencia estadistica
significativa en las temporadas evaluadas (p < 0.05), lo cual se podria adjudicar
a la alimentacién del hato: durante la época de secas en algunos ranchos se tiene
la disponibilidad de forraje (Lopez, 2021). El QSTCG present6 mayor contenido
de grasa en comparacién con los datos obtenidos por Flores-Magallon et al.
(2011), quienes evaluaron el queso Cotija artesanal, y registraron un 34 % de
grasa; por otro lado, Hernandez et al. (2010) registraron porcentajes que oscilan
entre el 23.59 % y 30.44 % en el queso Afiejo mexicano. Debido al contenido de
grasa que se determind en el QSTCG, se puede catalogar como un queso
semigraso al encontrarse en un rango del 25 al 45 % de acuerdo con la NMX-F-
713-COFOCALEC-2014.

Los valores de proteina obtenidos en el QSTCG presentan similitud con los
reportados por Salas & Montes (2021) en su investigacion del queso de
Zacazonapan, ya que determinaron valores entre el 26.42 % y 29.98 % de
proteina; asi como Ramirez et al. (2016), quienes informaron un contenido de
proteina del 26.10 % y 26.61 % en el queso Poro de Balancan. Cabe sefialar que
el mayor contenido de proteina que se observo en la época de secas puede
deberse a la estacionalidad, puesto que Pelaez et al. (2003) mencionan que este
factor afecta el contenido de proteina y grasa, siendo en la época de secas
cuando hay un mayor contenido de proteina, mientras que la humedad tiende a
ser menor. Aunado a ello, la alimentacién del ganado asignada a la época del

afo representa otro factor por el cual se suscitan variaciones, ya que influye en
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la composicion de la leche, y por ende en la composicion final del queso (Verdier-
Metz et al., 2001).

Referente al contenido de sodio, éste se encuentra en niveles superiores a los
gue se informan en otras investigaciones como en el queso Afiejo estilo
Manchego Mexicano, que present6 un 1.45 % (Mezo-Solis et al., 2020), el queso
Poro de Balancéan, que mostrd un valor de 3.51 % al 3.62 % (Ramirez et al.,
2016); asi como en el queso de Tepeque de la Tierra Caliente de Michoacéan,
donde se evaluaron muestras de la temporada de secas y lluvias, y se logro
determinar un 3.7 % y 4 % de sodio, respectivamente (Solis et al., 2013). El
contenido de sodio presenta multiples funciones en el queso; de acuerdo con
Rogers et al. (2009), brinda sabor, y contribuye en la sinéresis de la cuajada que
a su vez repercute en la disminucién de humedad. También, interviene en el
control y desarrollo de microorganismos propiciando de esta manera la inhibicion

microbiana (Ramirez-Navas et al., 2017).

El QSTCG reportd valores de pH que son similares al queso Cotija, que se
inform6 con un valor de 5.0 (Flores-Magallén et al., 2011) y al queso Afiejo
mexicano, que se encontro entre los valores de 5.1 a 5.4 (Hernandez et al., 2010).
El pH es un factor importante en la produccion de quesos, ya que en conjunto
con la actividad de agua (aw) y el contenido de sodio, brindan condiciones que
disminuyen el desarrollo de patégenos, por lo que aportan cierta inhibicion de

microorganismos no deseables (Trmci¢ et al., 2017).

50



Cuadro 1. Andlisis quimico proximal del QSTCG.

Temporada Humedad (%) Ceniza (%) Grasa (%) Proteina (%) NaCl (%) pH

Secas 27.212+0.3552  8.784+0.059%  36.398+0.4242  29.652+0.6662  8.188+0.009%  5.290+0.0052

Lluvias 34.273+0.355P 7.294+0.59° 37.093+0.4242  26.385+0.666°  5.979+0.009° 5.400+0.005°

Medias en columnas con letras diferentes (a y b) exhiben diferencias estadisticamente significativas, entre temporadas (Tukey, p < 0.05).
Fuente: Elaboracion propia.
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3.3.2 Perfil metagendmico del QSTCG

En este estudio la composicion de la microbiota presente en dos temporadas de
produccion (secas vy lluvias) y de dos productores (A: Tlalchapa, B: Paso de
Arena) del QSTCG se determin6 mediante el andlisis de secuenciacion

metagendmica shotgun.

Se evaluaron los indices Shannon y Simpson, con la finalidad de determinar la
diversidad microbiana en las muestras. El indice de Shannon varia de 1 — 5,
valores menores de 2 se consideran como diversidad baja; entre 2 — 3.5, media;
y cuando es superior a 3.5, se considera como diversidad alta (Margalef, 1972).
A nivel de género, se observo en la Figura 2 que casi todas las muestras
registraron valores de diversidad Shannon de entre 2.07 — 2.95, por lo que se
asume que la microbiota de todas las muestras posee una diversidad media, a
excepcion de dos muestras, que presentaron diversidad baja: la muestra pr1 con
un indice de 1.91 y la muestra tr1 con un indice de 1.73. También se pudo
apreciar que en la temporada de secas los valores oscilaron entre 2.36 — 2.95,
mientras que en la temporada de lluvias se reportaron valores de 1.72 — 2.58. Y
en lo que respecta a los productores, en el productor A se observaron indices

entre 1.72 — 2.95, y en el productor B se presentaron valores del 1.91 — 2.92.

El segundo indice de diversidad evaluado fue el de Simpson. Los valores de este
indice son de 0 a 1, y mientras mas se acerca al valor de 1, se tiene mayor
posibilidad de dominancia, y cuando sea mas cercano a cero, habra mayor
diversidad en la muestra (Soler et al., 2012). Los indices de diversidad de
Simpson para muestras fueron de 0.73 — 0.91, lo cual indicé que hay dominio de
varios géneros; por otro lado, de acuerdo con este indice, la diversidad fue baja,
por lo que se infiere que la comunidad microbiana esta representada por un grupo
de géneros seleccionados. De acuerdo con las temporadas de produccion, se
observé que en la temporada de secas los indices estuvieron entre 0.76 — 0.91,
y en la temporada de lluvias los valores reportados fueron de 0.72 — 0.87. En el
caso de los productores, el productor A presento indices entre 0.73 — 0.91 y el

productor B lo valores oscilaron entre 0.72 — 0.89 (ver Figura 2).
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Figura 2. indices de diversidad Shannon y Simpson.

El analisis en porcentaje de abundancia y nimero de géneros que se identificaron
en las muestras evaluadas (ver Figura 3) reflejaron que en la temporada de secas
la abundancia oscil6 del 62.74 % al 71.86 %, y el total de géneros en las muestras
estuvo en un intervalo de 65 a 85 géneros, siendo la muestra pd3 (71.86 %) la
que presentd el mayor porcentaje de abundancia, y en cuanto a género, la
muestra con mayor presencia fue td1, con 85 géneros. Mientras que, en la época
de lluvias, la abundancia se encontrd entre el 60.74 % y 78.86 %, y los géneros
estuvieron en un rango de 71 a 125 géneros. Cabe destacar que la muestra que
tuvo mayor porcentaje fue la tr3 (78.86 %), y las que reflejaron méas cantidad de
géneros fueron las muestras pr3 y tr6, con 125 géneros. En cambio, al contrastar
a los productores, se observé que el productor A presenté una abundancia del
66.24 % al 78.86 %, y los géneros se reflejaron en una proporcion de 70 a 125
géneros; cabe resaltar que la muestra tr3 (78.86 %) fue la que mostr6 mayor
porcentaje de abundancia, y la muestra tr6, con 125 géneros, la que tuvo mas
namero de géneros. Por el contrario, el productor B mostré una abundancia entre

el 60.74 % al 73.08 % y un intervalo de 70 a 125 géneros, siendo la muestra pr6
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(73.08 %) la que reflejé el mayor porcentaje, y referente al género, la muestra

pr3, con 125 géneros, presentdé mas abundancia.
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Figura 3. Abundancia y total de géneros identificados en el QSTCG.

En general, se identifico en la mayoria de las muestras el dominio de los géneros
Staphylococcus, Lactobacillus, Weissella, Salinicola, Halomonas,
Chromohalobacter, Anaplasma, Enterococcus, Streptococcus y Lactococcus. Sin
embargo, se pudieron apreciar diferencias considerables entre las temporadas
evaluadas, mientras que entre los productores se observo menor discrepancia de

géneros (ver Figura 4).

Los géneros mas abundantes en las muestras de la temporada de secas fueron
Staphylococcus (21.60 %), Lactobacillus (6.41 %), Anaplasma (4.97 %),
Streptococcus (3.67 %) y Enterococcus (3.08 %), en tanto que, en la temporada
de lluvias, predominaron los géneros Weissella (10.34 %), Staphylococcus (9.77
%), Salinicola (9.44 %), Lactobacillus (9.27 %) y Halomonas (6.80 %) (ver Figura
4).
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Figura 4. Composicion microbiana a nivel de género presente en el QSTCG.
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Por otro lado, los géneros Staphylococcus (13.88 %), Lactobacillus (13.60 %),
Halomonas (6.42 %), Chromohalobacter (3.65 %) y Weissella (3.41 %)
dominaron en el productor A (td1 — td6: trl — tr6), y los géneros Staphylococcus
(17.49 %), Weissella (8.51 %), Salinicola (8.05 %), Enterococcus (3.61 %) y
Anaplasma (2.60 %) en el productor B (pd1 — pd6: prl — pr6) (ver Figura 4).

La presencia de estos géneros presenta similitud con los reportados por Suarez
et al. (2020), quienes mediante la secuenciacion de alto rendimiento de la regién
V4 del gen de 16S rRNA y el analisis metagendmico shotgun evaluaron muestras
de quesos artesanales del noroeste argentino, y determinaron el dominio de los
géneros Streptococcus, Enterococcus y Lactococcus. Otro estudio, realizado por
Afshari et al. (2020b), en muestras de diferentes marcas comerciales de queso
Cheddar, logré la identificacion de 159 OTU, donde Streptococcus, Lactococcus
y Lactobacillus fueron los géneros mas abundantes. Camargo et al. (2021) a
través del uso de la secuenciacion de alto rendimiento dirigido al gen 16S rRNA,
reportaron en quesos brasileios madurados los géneros de Lactococcus,
Enterococcus, Streptococcus y Lactobacillus como de mayor frecuencia, sin

embargo, Staphylococcus y Klebsiella fueron identificados en alta proporcién.

Por otra parte, Escobar-Zepeda et al. (2016) realizaron un estudio en el queso
artesanal mexicano Cotija, y se revel6 que el metagenoma estaba dominado por
los géneros Lactobacillus, Leuconostoc y Weissella. También, se ha reportado la
presencia de los géneros Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus vy
Staphylococcus en quesos Gruyére (Falardeau et al., 2019), en tanto que los
géneros Lactococcus, Lactobacillus, Staphylococcus, Halomonas, Streptococcus
y Enterococcus han sido identificados en quesos madurados irlandeses (Quigley
et al., 2012). Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus y Weissella fueron los

géneros detectados en muestras de queso Mozzarella (Marino et al., 2019).

La poblacibn de la microbiota del queso estd constituida por bacterias
procariotas, levaduras y hongos eucariotas (Ritschard et al., 2018), y también se
han identificado virus primordialmente bacteriéfagos (Mahony et al., 2017).

Estudios realizados han demostrado que las bacterias presentes en los quesos
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integra principalmente los filos Firmicutes (BAL, Enterococcus y Staphylococcus),
Actinobacterias (Corynebacterium, Propionibacterium y Bifidobacterium) vy
Proteobacterias (Enterobacter) (Yunita & Dodd, 2018). Mientras que, entre los
eucariotas y las levaduras, los géneros dominantes han pertenecido a
Geotrichum, Debaryomyces, Kluyveromyces, Candida y Yarrowia (Irlinger et al.,
2015). Cabe mencionar que en los estudios metagendmicos generalmente las
BAL han representado > 90 % de las secuencias, siendo Lactobacillus,
Leuconostoc, Weissella, Enterococcus, y Lactococcus los géneros que han
predominado (Ceugniez et al., 2017), lo cual se reflej6 en los resultados obtenidos
de esta investigacion, ya que algunos de estos géneros fueron los que

predominaron en las muestras.

Es importante sefialar que Staphylococcus fue el género de mayor dominio, por
lo que, de acuerdo con Zadoks et al. (2011), una alta prevalencia de este género
puede indicar malas practicas de higiene y mal estado sanitario del ganado. Sin
embargo, aunque en este estudio no se hayan examinado las muestras con la
presencia de enterotoxinas estafilococicas, algunos investigaciones han revelado
la ausencia de estas enterotoxinas (Andretta et al., 2019; Borelli et al., 2011) o
baja ocurrencia en quesos madurados (Cardoso et al., 2013). Aunado a ello, se
ha reportado que los quesos elaborados a partir de leche cruda proveen de
cultivos bioprotectores, ya que alojan BAL que inhiben el desarrollo de
microorganismos patodgenos, fungiendo de esta manera como los principales
agentes en la conservacion de estos alimentos (Montel et al., 2014), al producir
bacteriocinas y otros compuestos antimicrobianos (Ristagno et al., 2012).

Cabe mencionar, que la diversidad de la microbiota presente en el QSTCG se
debid a diversas fuentes que algunos autores han sefialo como los responsables
en el perfil general de los quesos de distintas variedades, entre los factores
biticos se encuentran la leche cruda o pasteurizada, el cuajo y los cultivos
iniciadores (Sudagidan et al., 2021) mientras que entre los factores abioticos

estan los procesos tecnologico y el entorno de producciéon (Yang et al., 2021).
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3.3.3 Perfil metaboldédmico del QSTCG

El analisis metabolémico realizado con el espectrometro de masas revelo el perfil
metabolomico del QSTCG, identificando un total de 193 metabolitos (ver Cuadro
2), que se clasificaron en 38 categorias, de los cuales 46 glicéridos, 31
glicerofosfolipidos, 17 acidos grasos, 10 aminoéacidos, 10 péptidos, 9 vitaminas,
8 esfingolipidos y 7 carbohidratos fueron los grupos que mostraron mayor nimero

de metabolitos detectados.

Cuadro 2. Metabolitos identificados en el QSTCG.

Clasificacion Compuesto
Acidos alcanos sulfénicos A+B2:B160cido metanosulfénico
Acidos biliares Acido glicocélico
Acidos carboxilicos Acido férmico
Acidos cinamicos Acido 4-metoxicindmico
Acidos dicarboxilicos Acido D-2-hidroxiglutarico

Acido 2-ceto-glutaramico
Acido oxoglutarico
Acidos grasos Acido isopalmitico
Acido 13-metilmiristico
Acido 15-metilhexadecanoico
Acido araquidico
Acido behénico
Acido dodecanoico
Acido miristico
Acido palmitico
Acido estedrico
Acido docosahexaenoico
Acido eicosadienoico
Acido tetracosapentaenoico (24:5n-3)
Acido trans-10 octadecenoico
Acido trépico
Acido ertcico
Acido palmitelaidico

Acido linoelaidico
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Acidos inorganicos

Acidos orgénicos

Acidos tricarboxilicos

Acilcarnitinas

Alcanos

Alcoholes

Aldehidos

Aminas

Aminoacidos

Antibidticos

Carbohidratos

Acido fosférico
Acido glucénico
Acido L-lactico
Acido citrico

Acido cis-acénico
Homo-cis-aconitato
L-octanoilcarnitina
Oleoilcarnitina
3-metilpentano
1-butanol
Fenilacetaldehido
(E,E)-2,4-Hexadienal
3-aminopropionaldehido
Dietanolamina
N-acetilputrescina
5-metoxitriptamina
5-hidroxi-L-triptéfano
Asn-Arg-Ala-lle
Cys-Cys-Asp-Pro
Glutaminilisina
Histidinil-cisteina
Homo-L-arginina
lle-lle-lle-Pro

Acido L-glutdmico
L-Prolina
Phe-Phe-Pro-Arg
Penicilina G
Tetraciclina
Amoxicilina
Fructosa 6-fosfato
Isomaltosa
D-galactosa

Acido glucarico
Fructosa 6-fosfato

3'-sialilactosa
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Carotenoides
Ceramidas

Cetonas

Clorhidratos

Compuestos organosulfurados

Compuestos policlorados

Esfingolipidos

Esteres

Fosfolipidos

Glicéridos

6'-sialilactosa

B-caroteno

Cer(d18:0/24:1(152))

Sulcatona

Dimetilsulfona

Clorhidrato de tiamina

Dimetilsulféxido

Trisulfuro de dimetilo

Alfa-endosulfan

SM(d16:0/18:2(9Z,11E))

SM(d17:0/18:1(11E))

SM(d18:0/22:2(62,13Z))

SM(d18:0/24:1(152))

SM(d20:0/22:2(62,13Z))

Monosialogangliésido GM1
Monosialogangliésido GM2
Monosialogangliésido GM3

Monofosfato de guanosina
1-fosfatidil-D-mioinositol

Fosforilcolina

DG(16:0/20:2(11Z,142)/0:0)[is02]
DG(20:2(117,142)/22:0/0:0)[is02]
TG(10:0/10:0/10:0)[iso]
TG(12:0/18:2(92,127)/19:0)[iso6]
TG(12:0/21:0/22:6(42,72,10Z,132,16Z,197))[is06]
TG(13:0/20:1(112)/22:5(72,102,132,16Z,19Z))[is06]
TG(14:0/16:0/18:3(9Z,12Z,157))[iso06]
TG(14:0/16:0/4:0)
TG(14:0/18:3(92,127,157)/16:1(92))
TG(14:0/20:0/20:3(82,112,14Z))[iso6]
TG(14:1(92)/20:5(52,82,117,147,177)/21:0)[iso6]
TG(15:0/16:0/16:1(9Z))
TG(15:0/16:0/22:6(42,72,102,13Z,16Z,19Z))[iso6]
TG(15:0/16:1(92)/24:1(15Z))
TG(15:0/18:0/22:6(42,72,102,13Z,16Z7,19Z))[iso6]
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Glicerofosfolipidos

TG(15:0/18:2(92,122)/22:4(72,10Z,13Z,16Z))[is06]
TG(15:0/18:3(92,122,152)/20:2(11Z,142))[is06]
TG(15:0/20:1(112)/20:5(52,82,112,14Z,172))[is06]
TG(15:0/20:2(11Z,147)/20:4(5Z,82,112,147))[is06]
TG(15:0/22:4(72,102,132,16Z)/22:0)
TG(15:0/24:1(152)/22:1(132))

TG(16:0/12:0/4:0)

TG(16:0/14:0/16:0)[iso3]

TG(16:0/16:0/10:0)

TG(16:0/16:0/20:0)[iso3]
TG(16:0/16:1(92)/16:1(92))[is03]
TG(16:0/17:0/22:6(42,72,102,132,16Z,197))[is06]
TG(16:0/18:0/20:0)[is06]
TG(16:0/18:2(9Z,122)/20:0)]is06]
TG(16:1(92)/15:0/24:1(152))
TG(16:1(92)/16:1(92)/20:4(5Z,82,11Z,142))[is03]
TG(16:1(92)/17:0/18:4(62,92,122,15Z)) [is06]
TG(16:1(92)/18:2(9Z,122)/20:1(112))[is06]
TG(16:1(92)/18:2(92,122)/20:4(52,82,112,14Z))[is06]
TG(17:0/17:0/20:3(82,112,14Z))[is03]
TG(17:0/18:1(92)/18:3(9Z,127,152))[is06]
TG(17:0/18:2(9Z,122)/20:4(52,82,117,142))[is06]
TG(17:0/18:3(62,92,127)/20:4(52,82,112,14Z))[is06]
TG(18:0/14:0/18:0)[is03]

TG(18:0/18:0/18:0)

TG(18:1(92)/15:0/0-18:0)
TG(18:1(92)/18:1(92)/20:0)[iso3]
TG(18:1(92)/20:1(112)/20:1(112))[is03]
TG(18:2(92,122)/20:0/20:1(112))[is06]
TG(20:1(112)/20:1(112)/20:1(112))
TG(6:0/12:0/14:0)

PC(12:0/16:1(92))

PC(14:0/20:3(82,11Z,142))
PC(14:0/20:4(52,82,11Z,14Z))
PC(14:1(92)/18:2(92,122))
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Glucolipidos

Hormonas

Lisofosfolipidos

PC(14:1(92)/20:3(82,112,147))
PC(15:0/16:1(92))
PC(16:1(92)/24:1(152))
PC(17:0/15:0)

PC(18:0/14:0)
PC(18:0/14:1(92))
PC(18:0/20:3(82,11Z,14Z))
PC(18:0/20:4(52,82,11Z,14Z))
PC(18:0/20:5(5Z,82,117,14Z,17Z))
PC(18:1(11E)/18:1(11E))
PC(18:1(92)/18:0)
PC(18:1(92)/20:1(112))
PC(18:2(92,12Z)/13:0)
PC(18:3(62,92,127)/14:0)
PC(18:3(62,92,127)/18:2(92,127))
PC(18:3(6Z,9Z,122)/20:2(11Z,142))
PC(18:4(62,92,122,152)/16:0)
PC(20:3(82,117,14Z2)/12:0)
PC(20:3(82,11Z,14Z)/18:3(62,9Z,122))
PC(20:4(52,82,112,142)/16:1(92))
PC(22:5(72,10Z,137,167,197)/14:0)
PC(0-14:0/18:2(9Z,127))
PC(0-14:0/22:0)

PC(0-20:0/16:1(92))
PC(0-20:0/18:3(92,127,157))
PC(0-22:0/22:5(72,102,13Z,16Z,19Z))
PE(P-18:1(11Z)/20:5(52,82,117,14Z,17Z))
Disialogangliésido Ib

Estradiol

Estrona

Sulfato de estrona

Genisteina

LysoPC(0:0/18:0)

LysoPC(16:0)

LisoPC(18:1(92))
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LysoPC(18:2(9Z2,122))

Nucleobases de pirimidinas Timina
UDP-L-ramnosa
Uridina

Acido orético

Nucledsidos Inosina
Péptidos Arg-Thr-Lys-Arg
Alanil-histidina

Aspartil-valina
Leucil-alanina
Leucil-Serina
Serilmetionina
Triptdfilo-arginina
Valil-Prolina
Lys-Asp-Tyr
L-beta-aspartil-L-glicina
Pirimidinas 5-metilcitosina

Dihidrouracilo

Triterpenoides Acetato de 7,11-Dioxolanost-8-en-3-ilo
Uracilos 2-tiouracilo
Vitaminas Alfa-tocoferol

Mazorca(l)alamina
Cobalamina
Cianocobalamina
Delta-tocoferol
Ergocalciferol
Vitamina C
Vitamina K1

Riboflavina

Fuente: Elaboracion propia.

Inicialmente, para obtener una descripcién general de la distribucién de las
muestras evaluadas, se realizo un analisis de componentes principales (PCA) de
los datos de espectrometria de masas. Como se observa en la Figura 5, los dos

componentes principales explican el 43.9 % (p < 0.05) de la variabilidad total de
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los datos, el primer componente principal (PC1) explico el 24.8 % de la
variabilidad, y el segundo componente (PC2) el 19.1 % . La gréafica mostré que
los datos de la temporada lluvias del productor A y B presentan una similitud
considerable, mientras que entre los productores Ay B de la época de secas si
hubo diferencias. Sin embargo, cabe sefialar que el productor A de la época de

secas presentd gran similitud con el grupo de lluvias del productor Ay B (ver
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Figura 5. Gréfico de puntuacibn PCA de muestras de QSTCG que dos
temporadas y productores.

Con base al andlisis de espectrometria de masas, se realizé un heat map, que
presentd los datos obtenidos a una tolerancia negativa de 1000 (ver Figura 6).
Los resultados del heat map resultaron consistentes con los obtenidos en el PCA,
en donde se presentaron similitudes entre las muestras de ambas temporadas
(lluvias y secas), en este caso se observd esa misma tendencia, ya que se
apreciaron ciertas similitudes entre los compuestos identificados. Como se
aprecia en la Figura 6, se formaron dos grupos principales. El primero comprendi6
las muestras pd>5, td3, td1 y tr6. Por otra parte, el segundo se constituy6 por tres
subgrupos: el primero englob6 las muestras td6, tr3, tr2, pr3, pr2, prl, pr4, pré y
pr5; el segundo, las tr5, trl, td2, tr4, td5, td4, pd6 y pd4; y el tercero, las pdl, pd3
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y pd2. Estas asociaciones reflejaron que no se forman conglomerados definidos
de las muestras que corresponden a las temporada de lluvias y secas, sino que
hubo metabolitos que se presentaron tanto en las muestras de lluvias como en la
de secas. En lo que respecta a los productores, ese mismo comportamiento se
mostro en las muestras, excepto por el tercer subgrupo en el que se agruparon

solamente las que corresponden al productor B.

65



]

Group

Riboflavin

D 2 Hydroxyglutaric acid
Dimethyl sulfone
Palmitic acid

Stearic acid

Inosine

valyl Proline

Citric acid

Gluconic acid

PC14 197 203 BZ 117 147
Dimethyl trisulfide

trans 10 Octadecenoic acid
Dihydrouracil

Leucyl Alanine

Leucyl Serine

Arachidic acid

homo cis Aconitate
Phosphoric acid
Glutaminyllysine
Serylmethionine

L Lactic acid

D Galactose

24

22

20

Docosahexaenoic acid
Glucaric acid
Vitamin C

&P LELIPLPILETELEIILTEETELPEP

¢« 9 9 9

Figura 6. Heat map que muestra los principales metabolitos presentes en todas las muestras del QSTCG.
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El heat map agrupo jerarquicamente la intensidad de los metabolitos detectados
en las muestras del QSTCG. En el primer grupo principal, se presenciaron con
mayor intensidad los compuestos acido D-2-hidroxiglutarico, dimetilsulfona y
acido palmitico, en tanto que para el segundo grupo principal, formado por tres
subgrupos, se observd que en el primer subgrupo los metabolitos de mayor
presencia fueron dimetilsulfona, D-2-hidroxiglutarico, acido palmitico, acido
estearico, acido gluconico y &cido trans-10 octadecenoico; en el segundo
subgrupo, riboflavina, D-2-hidroxiglutarico, dimetilsulfona, acido palmitico, &cido
esteérico, inosina, valil-prolina, acido trans-10 octadecenoico, leucil-alanina,
leucil-serina y acido araquidico fueron los metabolitos con mayor intensidad; y en
el tercer subgrupo, riboflavina, dimetilsulfona, acido palmitico, acido esteérico,
valil-prolina y trans-10 octadecenoico.

Los grupos de metabolitos que se identificaron en este analisis presentaron
similitud con los reportados por Afshari et al. (2020c), quienes mediante la técnica
de cromatografia de gases-espectrometria de masas determinaron el perfil
metaboldmico del queso Cheddar, el cual estaba compuesto por aminoacidos,
aminas, acidos carboxilicos, acidos grasos libres y carbohidratos. Mientras que
Bertuzzi et al. (2018), en el mismo tipo de queso, detecto los grupos de alcoholes,
aldehidos, acidos carboxilicos, ésteres, cetonas y compuestos sulfurados. Unno
et al. (2021), en muestras de tres tipos de queso madurado, identificé aldehidos,
alcoholes, acidos carboxilicos, ésteres, hidrocarburos, cetonas y compuestos de
azufre. Otro estudio, realizado por Zhang et al. (2022) en muestras de queso
mongol, reporto6 lipidos, acidos organicos, compuestos orgénicos heterociclicos,
bencenoides, compuestos organicos nitrogenados, fenilpropanoides y
nucledsidos. En tanto que Chen et al. (2022) revelaron los grupos cetonas,
ésteres, aldehidos, alcoholes, acidos y lactonas para la composicion
metaboldmica del queso Gouda. Pisano et al. (2016), por su parte, informaron los
grupos de acidos carboxilicos, aminoacidos, sacaridos y acidos grasos de
cadena corta como los grupos de metabolitos identificados en queso Mozzarella.

Y acidos, ésteres, cetonas, alcoholes, terpenos y compuestos de azufre se
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determinaron en analisis metaboldmico del queso Kope (Esmaeilzadeh et al.,
2021).

Cabe destacar que la presencia de algunos de los metabolitos identificados en
las muestras de QSTCG, como la riboflavina, se debié a que este compuesto es
empleado como componente de premezclas para piensos (Ruchala et al., 2022),
por lo que se infiere que el ganado de ambos productores pudo ser alimentado
con este tipo de pienso y transmitido al queso por medio de la leche empleada
en la produccion. Por otra parte, se ha demostrado que los aminoacidos, acidos
organicos y ésteres son los principales metabolitos que confieren el sabor y
aroma en los quesos artesanales (Yang et al., 2021). Los dipéptidos y
aminoécidos se han asociado a brindar el amargor en los quesos (Zhao et al.,
2016), sin embargo, se ha demostrado que, cuando el contenido de grasa y sal
es mayor en la produccion del queso, se reduce la generacién de péptidos
amargos (Moschopoulou et al., 2019). En tanto que Ganesan & Weimer, (2017)
informaron que la deteccion de aldehidos es comun en los quesos frescos y
suelen disminuir durante el proceso de maduracion. Referente a la presencia de
la mayoria de los acidos, éstos tienen lugar por el proceso del metabolismo de la
lactosa o de la degradacion de grasas (Alewijn et al., 2007), y las cetonas, por su
parte, se forman por actividades enzimaticas de las bacterias acido lacticas no
iniciadoras (NSLAB) (van Mastrigt et al., 2018).

El perfil metabolomico, como ya se ha reportado en estudios previos, depende
de varios factores, entre ellos, el proceso de elaboracién, la maduracion y la
composicién de la microbiota del queso (Masotti et al., 2010; Moser et al., 2018).
Por lo que determinar el metaboloma del queso es de suma importancia, debido
a que los atributos sensoriales y la calidad de los quesos se ligan fuertemente al
perfil metabolomico y a la abundancia de los metabolitos que se encuentren

presentes (Kandasamy et al., 2020).
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3.4 Conclusiones

Este estudio permitio la caracterizacion de la microbiota y determind el perfil
metabolomico del QSTCG. El analisis de secuenciacion metagendémica shotgun,
revelo diferencias en la composicion taxondmica de temporadas (lluvias — secas)

y mostro similitudes entre los productores evaluados.

El analisis metabolémico logré la identificacion de 196 metabolitos que se
clasificaron en diferentes grupos. Con base al analisis de componentes
principales y el heat map, el perfil metabolomico present6 similitud entre ambas
temporadas de produccién, asi como entre los productores evaluados. Los
metabolitos detectados con mayor mas intensidad en la de las muestras fueron
riboflavina, D-2-hidroxiglutarico, dimetilsulfona, acido palmitico y 4cido estearico.

Los resultados obtenidos muestran que la integracion de la metagendmica y
metaboldmica tienen la capacidad para poder determinar las relaciones que
existen entre la diversidad microbiana y los metabolitos, que impactan en la

calidad y tipicidad del queso.
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