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Resumen y Abstract IX

Resumen

En el presente estudio, los métodos microbiolégicos convencionales vy
herramientas moleculares, tales como electroforesis en gradiente de temperatura
temporal (TTGE), se utilizaron para evaluar la composicion de las comunidades
bacterianas asociadas al queso doble crema de tres empresas en el municipio de
Ubaté-Cundinamarca en Colombia. También se estudid la evaluacion de las
caracteristicas tecnoldgicas de algunas cepas, como la actividad acidificante, la
produccién de diacetilo, actividad proteolitica y lipolitica, actividad antimicrobiana,

el crecimiento a diferentes temperaturas y concentraciones de sal.

El andlisis genético de las comunidades bacterianas revelé una baja diversidad, la
cual se establecio por el nimero de bandas detectadas por TGGE. Las afiliaciones
filogenéticas dominantes se determinaron por secuenciacion del gen RNAr 16S 'y
se agruparon en cuatro géneros Enterococcus sp, Lactobacillus sp, Leuconostoc
sp y Lactococcus sp, secuencias relacionadas con microorganismos importantes
en los procesos de acidificacion y en la formacion de aromas y sabores en este
tipo de productos. La caracterizaciéon e identificacion de los aislados de bacterias
acido lacticas (BAL), mostraron predominio de los géneros Leuconostoc sp y
Weissella sp, los cuales poseen algunas propiedades metabdlicas que contribuyen
al desarrollo de caracteristicas como la textura y la produccion de metabolitos
antimicrobianos, reflejando que la microbiota asociada al Queso Doble Crema,
desempefia un rol determinante en la consolidacibn de sus propiedades

organolépticas

La combinacién de diferentes acercamientos permiten inferir sobre la presencia de
la poblacion de BAL diversas e igualmente complejas presentes en el queso doble

crema tradicional colombiano, informacidén que puede ser utilizada para comenzar
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a establecer un sello de calidad, que lleve a establecimiento de un producto

protegido bajo el status de Denominacion de Origen (DO).

Palabras clave: Queso Doble Crema, Bacterias Acido Lacticas, Diversidad.
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Abstract

In the present study, conventional microbiological methods, molecular tools, such
as temporal temperature gradient electrophoresis (TTGE), were used to assess the
composition of bacterial communities associated with artisan double cream cheese,
from three companies in the municipality of Ubate-Cundinamarca in Colombia.
Further evaluation of the technological characteristics of some strains, such as
acidifying activity, production of diacetyl, proteolytic and lipolytic activity,
antimicrobial activity, growth at different temperatures and salt concentrations were
also studied.

A genetic analysis of these bacterial communities revealed a low level of diversity,
based on the number of bands detected using TGGE. The dominant phylogenetic
affiliations of the bacteria, determined using 16S rRNA gene sequencing, were
grouped into four genera Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc and
Lactococcus, which may have a crucial role in the acidification processes and
desirable flavors to cheese. The identification and characterization of lactic acid
bacteria (LAB) isolates showed predominance of the genera Leuconostoc and
Weissella. These strains have some metabolic properties that can be involved in
texture and production of antimicrobial metabolites development in a double cream
cheese, reflecting that the associated microbiota may imparts diverse sensory
characteristics to cheese.

The combination of different approaches allows to infer, the presence of the diverse
and equally complex lactic acid bacteria population present in the artesian double
cream cheese from Colombian, the information could be used to establish a quality

seal of the product and the achievement of a Protected Designation of Origin (PDO).

Keywords: Double Cream Cheese, lactic acid bacteria, Diversity



Contenido Xl

Contenido
Pag.
RESUIMEBIN <. e e et e e et b e e ettt e e e e et e e e ebb e e e eaba e eeeenans IX
IS ez Wo [ T U= U PSR XV
IS = o [ = 1] =T O XV
Lista de SImboI0S Y @breviaturas............ocuuiiiiiiiiiiiii e XVI
[0 1T o] (o ] o [PPSR 1
1. Capitulo 1: MArCO tEOFICO. .. ... ettt 4
2. Capitulo 2: MaterialeS Y MEtOAOS ........oiiuiiiiiiiiie e 8
2.1 Muestras de queso doDIE CrEMA...........ccovvviiiiiiiiiiiiiii e 8
2.2 ANAISiS fiISICOQUIMICO ...t 10
2.21 Acideztitulable y medicion de pH........c.oooiiiiiiiii e, 10
2.2.2 Determinacion de proteina.____ 10
. T O - o1 . 1= 10
224  HUMEAA. ... e e 10
225  Grasatotal.......ocoeieiii e 10
2.3 Métodos dependientes de CUItIVO ...........ceeiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 11
2.3.1 Aislamientode cepas de BAL ......ccooiiiiiiiiiiii i 11
2.3.2  Cuantificacion de bacterias totalesy de BAL.............ccooeviiiiinnnn.. 11
2.3.3  Andlisis del espaciador intergénico ribosomal (RISA) de los aislados.12
2.3.4 Identificacion de los aislados con el gen ribosomal 16S rDNA. 12
2.3.1 Capacidad tecnologica de cepas de bacterias &cido lacticas............. 13
e Actividad acidificante y produccion de diacetilo.................ccoeiiininn. 13
e Actividad proteolitica y lipolitiCa. ...........ocveiiiiiiii 13
e Crecimiento a diferentes temperaturas y a diferentes concentraciones de
Sl 14
o Actividad antimiCrobiana...........ccouviiiriii i 14
2.4 Método independiente de CUItIVOS ..........coeiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 15
241 Extraccion del DNA total...... ..o, 15
2.4.2  ANAliSiS PCR-TGGE ......ccoiiiiii e 15
2.4.3  Secuenciacion de bandas y andlisis filogenético......................oo.. 16
2.4.4  Analisis RISA para fraccion cultivable y fraccion total...................... 16
2.5  ANAlISIS €StadiStICOS. ... uiee it 16



3.

mmo o w >

Capitulo 3. RESUIAAOS .......ccvviiiiei i e e e e e e 19
3.1 ANAlISiS fiSICOQUIMICO ...t 19
3.2  Métodos dependientes de CUItIVO............eeeiiiiiiiiiiiiiiiie e 19
3.21 Aislamientode cepas de BAL .......ccoiiiiiiiiiiiiiii i 20
3.2.2  Cuantificacion de bacterias totalesy de BAL ...........c.ccciiiiinininnnn.. 20
3.2.3  Andlisis del espaciador intergénico ribosomal (RISA) de los aislados..21
3.2.4 Identificacion de los aislados con el gen ribosomal 16S rDNA 22
3.2.5 Capacidad tecnologica de cepas de bacterias &cido lacticas............. 24
e Actividad acidificante y produccion de diacetilo..............cccccevviennnn.n. 24
Actividad proteolitica y lipolitica.............cooooiiiiiii 24
e Crecimiento a diferentes temperaturas y a diferentes concentraciones de
Sl e 24
o Actividad antimiCrobiana...........cooueiiiiii i 25
3.3  Método Independiente de CUItIVOS............coiiiiiiiiiiiiiiiie e 25
3.3.1  Andlisis de comunidades microbiana por PCR-TGGE ..................... 25
3.3.2  Afiliacion filogenética de las secuencias obtenidas provenientes de las
bandas TGGE. ... 27
3.3.4  Anadlisis RISA para fraccion cultivable y fracciontotal 30
(@2 T 11 (0] [o 1R S 10 T o 111 o o R 33
Capitulo 5. Conclusiones y recomendaciones. ...........ccocoviiiiiiiiiii e, 41
LTt R o T [od U1 T [ 41
V22N L= ToTo] 0 0 1=T g T Fo T (o] 0 =T 42
Anexo A: Tablas con recuentos totales y de bacterias acido lacticas ....................... 43
Anexo B: Analisis RISA de 10S @isSlados............cooovvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 44
Anexo C: Tincion gram de los géneros identificados ............ooooiiviiiiiiieiiiiiciiiieeeennn 45

Anexo D : Fotos de las pruebas de caracterizaciéon tecnolégicas de cepas BAL ..46
Anexo E: Gel del resultado del TGGE vy relacion filogenetica de las bandas ............ 48

Anexo F: Presentacion en congreso internacional ...............c.coooiiiiiiiiiineennn 49

2] o] oo |-V - ISP PUP PP 52



XV Caracterizacion de las comunidades de bacterias acido laticas asociadas a un queso tradicional
colombiano: queso doble crema

Lista de figuras

Pag.
Figura 1. Mapa ubicacion del lugar de Muestreo.........ccocooiiiiiiiiiiiiicii e, 7
Figura 2. Recuento de bacterias totales y de bacterias acido lacticas......................... 18

Figura 3. Analisis cluster de los patrones de bandeo ITS de las bacterias aisladas de los
0 10 TS0 3 19

Figura 4. Ubicacion filogenética de los aislados bacterianos basados en las secuencias
del Gen RN AT 10 . . e 21

Figura 5. Analisis de las bandas y las relaciones que existen entre los diferentes quesos
8100 13T [ [0 13 PP 25

Figura 6. Dendograma construido mediante el método Neighbor joining para las
secuencias 16S DNAr analizadas por latécnica TTGE..........c.coviiiiiiiiiiieieeeeene 27

Figura 7. Analisis Cluster elaborado por el coeficiente de similitud Dice (Presencia o
ausencia de bandas) y el método de agrupamiento UPGMA basado en patrones de bandeo
ITS de las muestras de Queso Doble Crema.............cooiiiiiiiii e 28

Figura 8. Andlisis de cluster elaborado por el coeficiente de similitud Dice (Presencia o
ausencia de bandas) y el método de agrupamiento UPGMA basado en patrones de bandeo
ITS de las muestras de Queso Doble Crema de la fracciéon de DNA cultivable vs analisis
de lafraccion de DNAOtal. ... ... 29



XV

Lista de tablas

Pag.

Tabla 1. Analisis fisicoquimico de Quesos Doble Crema.............ccccoevvviinnnnn. 17

Tabla 2. Relacion taxonomica de los aislados de los quesos doble crema.........20

Tabla 3. Caracterizacion tecnologica de cepas BAL..........cccoiviiiiiiiiiiiinennnnn. 23
Tabla 4. indices de diversidad, obtenidos a partir de los analisis Bandas de

LI 24



Contenido

XVI

Lista de Simbolos y abreviaturas

Abreviatura Término

PCR
DNAr
16S RNAr
RISA
BAL
QDC

DO
UPGMA
BLAST
NCBI
RDP

T/DGGE

Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Acido Desoxirribonucleico ribosomal.
Secuenciacién del gen 16S RNAr.

Andlisis del espaciador intergénico ribosomal
Bacterias &cido lacticas.

Queso doble crema.

Denominacion de origen.

Método de agrupamiento de pares con la media aritmética no ponderada.
Basic Local Alignment Search Tool.

National Center for Biotechnology Information.
Ribosomal Database Project

Temperature /Denaturing gradient gel electrophoresis.



Introduccidén

El queso es un producto de la coagulacion de la leche entera, semi-descremada o
descremada, constituido principalmente por proteina (caseina), con una cantidad
materia grasa y una fraccion variable de minerales (1). En las ultimas décadas su
produccion a nivel mundial ha aumentado debido a la creciente cultura por el
consumo de los quesos madurados, estimandose en el 2015 una producciéon anual
de 2,4 millones de toneladas (2). En Colombia el queso es producido de manera
industrial y artesanal, se estima que de la produccion anual de leche se destina del
8 al 9% a su elaboracion, siendo los quesos frescos (queso campesino, quesillo,
gueso momposino, queso doble crema, queso costefio y quesito) los mayor

preferencia comercial (3).

El queso doble crema se elabora de manera artesanal en Colombia, con una
mezcla de leche acidificada y leche fresca. Durante este proceso de acidificacion,
aparecen las bacterias acido lacticas (BAL) nativas, estas influyen en las
caracteristicas organolépticas que definen a cada producto, dandole propiedades
distintivas (4). Estos microrganismo juegan un papel fundamental en la industria
guesera, porque estan involucradas en la sintesis de compuestos precursores de

sabores y aromas (5,6)

El estudio e identificaciones de las BAL se ha llevado a cabo en los ultimos afios
mediante biologia molecular, la cual han aportado de manera significativa a la
consolidacion de la ecologia de estos microrganismos, como una rama importante
en el desarrollo de conocimiento, no solo en la deteccion de patdgenos, sino en la
caracterizacion de organismos de interés industrial (7,8). La electroforesis en gel

con gradiente de temperatura (TGGE) es una técnica independiente de cultivo, que



proporcionan una vision ecolégica de las especies predominantes en comunidades
microbianas complejas (9). Ademas es utilizado como herramienta para la
identificacion de microorganismos presentes en alimentos, la valoracion del
impacto de bacterias probiéticas en la microbiota gastrointestinal nativa humana y
la evaluacion de la diversidad microbiana durante la fermentacion de alimentos
(10,11)

Los diferentes estudios enfocados en la diversidad microbiana de los quesos
tradicionales han tenido un gran impacto en los productores, proporciondndoles
herramientas para comprender todos los procesos en los que intervienen los
microorganismos, teniendo en cuenta los metabolitos secundarios implicados en la
consolidacion de las propiedades organolépticas y los beneficios para la salud de
los consumidores: la prevencion de ciertas enfermedades y el alto valor nutricional
por la presencia de acidos linoleicos conjugados (ALC) y aminoé&cidos, derivados

de actividades metabdlicas durante los quesos (8, 43).

Existe poca informacion acerca de la composicién y diversidad microbiana,
especificamente de BAL en quesos autoctonos producidos en Colombia como el
gueso doble crema. La exploraciéon mediante métodos moleculares dependientes
e independientes de cultivos como el TTGE proporcionara informacion sobre la
presencia de BAL en este alimento. La consolidacion de este tipo de estudios podra
contribuir a la comprension de los fendmenos involucrados en la consolidacion de
propiedades organolépticas y de esta forma, la mejora de los procesos de

tecnificacion en la elaboracion de estos productos.



1.Capitulo 1: Marco tedérico

El queso doble crema es un derivado lacteo elaborado de forma artesanal en
Colombia, siguiendo la tecnologia desarrollada en los Valles de Ubaté vy
Chiquinquira, en el altiplano cundiboyacense, pertenecientes a la cordillera oriental
de los Andes, en la region andina del pais. Se reconoce como uno de los quesos
mas comercializados en Colombia y su produccién ha presentado crecimiento
sostenido en los udltimos afios (12). Desde el afio 2007 hasta el 2014, el
comportamiento de los precios en planta del queso doble crema ha tenido una
tendencia creciente con un aumento aproximado del 7%, superando al queso

campesino(13).

Para la elaboracion de este queso, se requiere una mezcla de leche de vaca fresca
y acidificada (el tiempo aproximado de acidificacion son 24h a temperatura
ambiente de la zona donde se elabora. Ubaté), hasta obtener una acidez de 0,40%
de acido lactico (1). Ha sido categorizado como un queso acido, no madurado, de
pasta semi-cocida e hilada (14). Durante el proceso de acidificacion de la leche
(que se da de manera natural) se establece la microbiota lactica nativa que
contribuye con las caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas y microbioldgicas
al producto elaborado (14,15), donde se encuentran las bacterias acido lacticas
(BAL), grupo microbiano responsable del proceso de acidificacion, contribuyendo
indirectamente a la sinéresis de la cuajada, la expulsion del suero y la solubilidad
del micelio de calcio, elementos relacionados con la textura del queso, ademas de
la produccién de compuestos como el diacetilo y acetoina precursores de la
formacion de aromas y sabores (17). Igualmente, han sido utilizadas como cultivos
iniciadores y algunos de ellas son consideradas como microorganismos probiéticos
(Lactobacillus fermentum) y otras han sido catalogadas como bacterias GRAS

(Lactococcus lactis subsp. lactis) (Generally Recognised As Safe) (10,19-21).

La identificacion de las BAL en quesos se ha llevado a cabo teniendo en cuenta
dos tipos de aproximaciones. La primera basada en métodos dependientes de

cultivo, que involucran aislamientos en agares selectivos (MRS, M17, Elliker),



identificacion morfoldgica, bioquimica, y molecular, seguida de la caracterizacion
de sus propiedades tecnologicas, dentro de las que se destacan: generacion de
metabolitos secundarios a diferentes temperaturas, resistencia a bacteriéfagos,
resistencia a concentraciones de sal, autolisis, produccién de componentes
antimicrobianos (péptidos) y produccion de enzimas (proteasas, peptidasas
lipasas, esterasas, entre otras). La segunda aproximacion se enfoca en métodos
independientes de cultivo, en los cuales se extrae el DNA que esté presente en el
gueso y se analiza mediante técnicas moleculares combinadas con la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), que permiten la identificacion de grupos

microbianos que no son detectados por los métodos convencionales(22).

Las técnicas moleculares en microbiologia de alimentos han abierto muchas
posibilidades en el estudio de la diversidad y ecologia de la microbiota que esta
presente y hace parte de las transformaciones bioquimicas en las matrices
alimentarias como: sabores, olores y texturas (23,24). La exploracion mediante
técnicas moleculares independientes de cultivo han complementado la informacién
obtenida mediante los métodos microbiologicos tradicionales, que dan la
posibilidad de identificar diferentes organismos que no son faciles de obtener con
los procedimientos basados en medios de cultivos (25,26). Entre las técnicas
moleculares utilizadas en la exploracion y el conocimiento de la microbiota presente
en quesos estan: Polimorfismo de conformacion de cadena simple (SSCP) (27),
Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (T-RFLP) (28,29), Analisis
de restriccion de DNA ribosomal amplificado (ARDRA) (10), Electroforesis en gel
con gradiente desnaturalizante/de temperatura. (T/DGGE) (30), Analisis del
espaciador intergénico ribosomal (RISA) (30,31) y Hibridacién fluorescente in situ
(FISH) (32,33)

La electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE), es una técnica
independiente de cultivo, la cual genera patrones que proporcionan una vision
ecoldgica de las especies predominantes en comunidades microbianas complejas.
En este método, se separan los fragmentos de DNA gue tengan la misma longitud,

pero provenientes de diferentes secuencias, los cuales se obtienen al amplificar



regiones de los genes ribosomales del DNA, llegando a separar fragmentos que
difieren en una sola base (9,29). Los agentes desnaturalizantes (la temperatura y
urea) son los encargados de romper los puentes de hidrogeno entre las cadenas
dobles de DNA, de esta forma, cuando se alcanza una temperatura determinada,
la molécula se desnaturaliza parcialmente, disminuyendo su velocidad de
migracion. Esas temperaturas de fusibn dependen de variaciones en los
nucleotidos presentes en las secuencias analizadas, principalmente en el
contenido de guanina-citosina, por la tanto, fragmentos de DNA pertenecientes a
varios microorganismos tendran diferentes posiciones en el gel (10,30). Al obtener

el patrén de migracion de las bandas, los resultados pueden analizarse mediante:

a) bases de datos que contengan perfiles de migracién con cepas de referencias.
b) Presencia y ausencia de bandas en una posicion fija.

c) Interpretacion visual de la intensidad de las bandas.

d) Digitalizacion de los perfiles encontrados; para obtener matrices de distancia y
similitud, con los cuales se puede estudiar y comparar los patrones de bandas

generados, a través de programas informéticos (34).

Adicional a esto, el DNA de las bandas puede ser recuperado desde el gel y se
obtienen las secuencias, para saber que grupos microbianos estan relacionados
con esas bandas (10). El TGGE ha sido utilizada para determinar la diversidad de
bacterias en diferentes tipos quesos como Robiola di Roccaverano y Parmigiano
Reggiano (35—-37), mozzarella (38,39), Camembert (21) y Armada (40)

Los quesos tradicionales producidos artesanalmente en algunas partes del mundo,
son reconocidos con la distincion Denominacién de Origen, por tener
caracteristicas Unicas, desarrolladas en su entorno de elaboracién y por la
participacion de microbiota nativa presente (35,41,42). La composicion de la
poblaciéon microbiana depende de los continuos cambios en las condiciones
ambientales y de la interaccidén de los microorganismos durante la fabricacién y la
dindmica de la microbiota influencia las caracteristicas de un queso determinado

(43,44). En Colombia existen productos que hacen parte de una riqueza patrimonial



e historica, entre esos se encuentra el queso doble crema, su proceso tecnologico
fue estandarizado por el Instituto de Ciencia y Tecnologia de alimentos (1986), pero

aun no cuentan con Denominacion de origen (3,45).

Teniendo en cuenta la limitada informacion disponible sobre las caracteristicas
microbioldgicas de este queso, el objetivo de este trabajo fue estudiar la diversidad
de las comunidades de bacterias acido lacticas autdctonas asociadas al queso
doble crema artesanal de la region del Valle de Ubaté en Cundinamarca, Colombia,
usando métodos moleculares y de microbiologia convencional que permitan la
identificacion y caracterizacion de los microorganismos presentes en los productos
lacteos, lo que llevara a importantes avances en la comprension de este

ecosistema y su impacto en la elaboracién y calidad del queso en la region.



2.Capitulo 2: Materiales y métodos

2.1 Muestras de queso doble crema

Los muestreos se tomaron en el municipio de Ubaté (Cundinamarca-Colombia)
(Imagen 1). Se escogieron tres empresas representativas del sector (nombrados
para este estudio: Q1-Q2!-Q3, las cuales elaboran el queso en forma artesanal, de
cada una se tomaron tres quesos de lotes diferentes que se transportaron segun la
Norma Técnica Colombiana (NTC) 5667-3 en refrigeracién (4°C) al laboratorio
control de calidad LACMA en Medellin, Colombia, para su respectivo analisis de
microbiologia convencional y fisicoquimico y al laboratorio de biologia celular y
molecular de la Universidad Nacional de Colombia para la realizacion del analisis

molecular.

Figura 1. Mapa ubicacioén del lugar de Muestreo.

1 Para la empresa Q2 solo se pudo tomar una muestra de queso, porque se hizo un lote de
quesos con leche acidificada naturalmente especificamente para este estudio. En esta empresa
producen el queso con leche acidificada con acidos orgéanicos.
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2.2. Analisis fisicoquimico

Los analisis fueron realizados siguiendo los métodos oficiales de la AOAC. Para
determinar la Acidez titulable se siguidé el método oficial 942.15 Ed.18, para la
medicién de pH 981.12 Ed.18, proteina 988.05 Ed.18, humedad 926.08, Ed 18,
grasa total 933.05 Ed. 18 y cenizas 923.03 Ed. 18.

2.3. Métodos dependientes de cultivo

Para el andlisis de las BAL por métodos dependientes de cultivo se mezclaron los
homogenizados de los lotes provenientes de cada empresa a los cuales se les

realizo:
2.3.1. Aislamiento de cepas de BAL

Para el aislamiento de BAL se utilizaron 10 g de cada queso, los cuales fueron
agregados a 90 ml de agua peptonada 0,1% (Merck® Darmstadt-Alemania) y
homogenizados por tres minutos en Stomacher (AES Laboratories-Francia). Se
realizaron diluciones decimales seriadas en base 10 (10t a 107) en 9 ml de agua
peptonada 0,1% (Merck® Darmstadt-Alemania). 0.1 ml de cada dilucién fue
sembrado en agar MAN ROGOSA y SHARPE (MRS) (Merck® Darmstadt-
Alemania) y en agar M17 segun TERZAGHI (Merck® Darmstadt-Alemania), medios
selectivos para el aislamiento de bacilos y cocos de BAL, respectivamente. Las
cajas de Petri se incubaron a 30°C por 48 h en anaerobiosis, utilizando indicador y

Anaerogen (Oxiod). Los ensayos se realizaron por triplicado.

2.3.2. Cuantificacion de bacterias totales y de BAL

El recuento total de células bacterianas presentes en las muestras de queso se
realizo por microscopia de epifluorescencia con naranja de acridina (AMRESCO®)
siguiendo la metodologia de Bottari et al.(2010), con algunas modificaciones: De la
dilucién 102 del homogenizado de los quesos, se tomaron 100 ul y se realiz6 un
extendido para cada muestra, el cual se tifio con solucién de naranja de acridina al

0,1% por 1 minuto en oscuridad, las placas se observaron a 100X al microscopio



Capitulo 2 9

de epiflourescencia (Nikon 80i) con el filtro B-2E/C. El recuento para cada muestra

de queso fue realizado por duplicado.

e Cuantificacion de BAL
Para el recuento de células viables se seleccionaron las diluciones con crecimiento
entre 30 y 300 colonias, se calcularon las unidades formadoras de colonia (UFC),
los resultados se expresaron como logio de las unidades formadoras de colonias
(ufc) por gramo de muestra. El recuento para cada muestra de queso fue realizado

por triplicado.

De los medios de cultivo MRS (Merck® Darmstadt-Alemania) y M17 (Merck®
Darmstadt-Alemania) se seleccionaron 31 colonias aleatoriamente, para el Q1: 11
(Q1-1...Q1-11), Q2: 11 (Q2-1...Q2-11) y Q3: 9 (Q3-1...Q3-9); a los cuales se les
evalué su actividad catalasa- oxidasa negativa y la tinciobn gram. Las muestras

fueron conservadas en glicerol al 20% a una temperatura de -80°C.

2.3.3. Andlisis del espaciador intergénico ribosomal (RISA) de los

aislados.

Para escoger los aislados que se iban a secuenciar, se hizo un andlisis RISA.
Alicuotas de 2 ml de las 31 cepas puras, con crecimiento de 24 horas, se
centrifugaron a 5000 gravedades por 10 minutos. El sobrenadante fue descartado
y el pellet resuspendido en 50ul de buffer TE al 0,1% (EDTA 0,5 m-Tris 1M), se
calentd por 10 minutos en agua hirviendo (100 °C), centrifugando a 10000 rpm por
5 min y el sobrenadante se pas6 a un nuevo tubo estéril. Para la reaccion de PCR
se utilizaron 2ul del lisado bacteriano y los cebadores L1 (5-
CAAGGCATCCACCGT-3) y G1 (5-GAAGTCGTAACAACG-3), con un tamafio de
producto esperado entre 50 y 1500 pb. La mezcla y el programa de la reaccion
usados se describe en (47). El producto de amplificacion se verifico por
electroforesis en un gel poliacrilamida al 8% y los geles se tifieron con nitrato de
plata (AgNO3) (AMRESCO, OH, USA) (48) y analizados con el programa
GelCompar Il (Applied Maths TX, USA) (Rademaker y de Bruijin, 2004). Una vez
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alineados los carriles representantes de cada muestra de DNA, se realizd un
analisis de agrupamiento mediante el coeficiente de Dice (49) y el promedio
aritmético no ponderado (UPGMA)(50)

2.3.4. Identificacion de los aislados con el gen ribosomal 16S rDNA

A los aislados escogidos para secuenciacion, se les realizo una PCR amplificando
los cebadores Eubac 27F (AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG), 1492R (GGT TAC
CTT GTT ACG ACT T). Aproximadamente 25 ng del DNA bacteriano se usé como
molde para la reaccion. La mezcla y el programa de la reaccion como se describe
en Moreno et al, (2002). El producto de amplificacion se verifico por electroforesis
en un gel de agarosa al 1% , tefiido con EZ-vision (Amresco, OH, USA). Las bandas
de DNA se visualizaron por iluminacién con luz ultravioleta y fotografiadas por
Sistem UV Transiluminator (Biometra, Goéttingen, Germany). Los amplicones de
aproximadamente 1465 pb se enviaron a secuenciar en Macrogen (Korea) en un
ABI PrimR 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA). Los analisis
posteriores se llevaron de acuerdo a los métodos y procedimientos descritos para
las secuencias de las bandas obtenidas desde los geles de TGGE (Seccién 2.4.3).
Las secuencias se depositaron en la base de datos del GenBank con los nimeros
de acceso: KX078319 al KX078333.

2.3.5. Capacidad tecnoldgica de cepas de bacterias acido lacticas.

Para la evaluacion de la capacidad tecnologica de las BAL, se escogieron 5 cepas
(Q3-3, Q2-5, Q1-9, Q2-11 y Q3-6), las cuales corresponden a las especies
representativas identificadas por secuenciacion de los quesos estudiados.

e Actividad acidificante y produccién de diacetilo.

La actividad acidificante fue medida por determinacién del pH en un periodo de 24
h. Aproximadamente 200 pl de las bacterias con crecimiento de 24 h, se inocularon
en tubos que contenian 20 ml de leche descremada reconstituida al 10%. Las
mediciones se realizaron a las 0, 6 y 24 horas de incubacion, usando pH-metro

previamente calibrado, WTW (Measurement Systems, Inc modelo 330i-SET) (51).
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La produccién cualitativa de diacetilo fue determinada, tomando 3 ml de los cultivos
de las cepas del procedimiento anterior (después de 24 horas de incubacion a
30°C), agregandole 0.5 ml de una solucion de a-naftol (1% w/v) y KOH (16% wi/v),
incubandas a 30°C por 15 minutos La presencia de diacetilo, se indica por la

aparicion de una franja roja en el tubo (52).

e Actividad proteolitica y lipolitica.
La capacidad proteolitica extracelular, se realizd6 por siembra en estria de cada
cepa en el medio agar leche (Oxoid) suplementado con leche descremeda al 10%,
incubadas a 30°C por 7 dias. La prueba se considera positiva por la presencia de

un halo transparente alrededor de las colonias (52).

La actividad lipolitica se midié de forma cualitativa en el medio de cultivo Agar Nata
(agar leche (Oxoid) suplementado con crema de leche al 1%) (53,54). Se realiz6
una siembra por estria de cada suspension bacteriana en el medio referenciado,
con incubacion a 30°C por 7dias. La prueba se considera positiva por la presencia

de un halo transparente alrededor de las colonias.

e Crecimiento a diferentes temperaturas y a diferentes concentraciones
de sal.
El crecimiento a diferentes temperaturas se evalué en Caldo MRS (Merck®
Darmstadt-Alemania) a 15, 30 y 45 °C. en un tiempo de incubacion de 42 h. (55).
El crecimiento a diferentes concentraciones de sal. se evalud por crecimiento en
Caldo MRS (Merck® Darmstadt-Alemania) suplementado con concentraciones de
NaCl de 2, 6y 10 %, incubado a 30°C por 48 h (55).

e Actividad antimicrobiana.
Fue evaluada siguiendo la metodologia de Wilson, Raftos, Corrigan, & Nair (2010).
Los extractos provenientes de las cepas se obtuvieron después de incubacion por
siete dias a 30°C y agitacion constante (150 rpm) en medio MRS (Merck®
Darmstadt-Alemania) con 1,2 g amberlita XAD-16 (AMRESCO®). Después del
tiempo de incubacion, la amberlita se recuper6 del medio de cultivo por decantacion

y se lavd con agua destilada estéril. Los productos absorbidos se eluyeron en 20
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ml de metanol al 100% en agitacion constante por 30 minutos y se concentraron
por evaporacion a 40 °C bajo presion reducida en rotoevaporador (Hei-VAP
Advantage HL), hasta obtener un volumen aproximado de 1 ml. Los extractos se
evaluaron mediante difusidbn en agar contra cepas bacterianas: Escherichia coli
(ATCC® 8739™), Salmonella typhimurium (ATCC® 13311™), Staphylococcus aureus
(ATCC® 29213™), Enterococcus faecalis (aislado clinico) y Listeria monocytogenes
(ATCC® 7646™), las cuales fueron inoculadas uniformemente en agar Mueller-
Hinton (Becton Dickison). Luego, discos de papel filtro (Whatman N° 1) de 6 mm
de diametro estériles fueron puestos sobre las superficies de los agares inoculados
y en ellos 15 pl del extracto concentrado se dispensaron en cada disco. las cajas
se incubaron a 30°C durante 18h. La presencia de halos transparentes alrededor

del disco, se midid y los resultados se expresaron en milimetros.
2.4. Método Independiente de Cultivos.

Para los analisis moleculares independientes de cultivos, los lotes de las diferentes

empresas productoras, se analizaron por separado.
2.4.1. Extraccion del DNA total.

El DNA total de las muestras de queso se extrajo usando el kit comercial Power
Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc., Ca.) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La concentracion del DNA se determiné usando Nanodrops

(Thermo) y su calidad fue determinada en gel de electroforesis al 1%.
2.4.2. Analisis PCR-TGGE

La PCR-TGGE se realizé en un volumen final de 30 pl usando los primers 341F
con una cola extra G-C (50- CCTACGGGAGGCAGCAG-30) y 907R (50-
CCCCGTCAATTCATTTGAGTTT-30) siguiendo las condiciones reportadas en
Gomez, Yannarell, Sims, Cadavid-Restrepo, & Moreno Herrera (2011). Los
fragmentos obtenidos en la amplificacion (aproximadamente 500 pb) se corrieron
en geles de poliacrilamida 7% (P/V) en buffer TAE 1,25X (40 mM Tris base, 20 mM

acido acético glacial, 1 mM EDTA) con concentracién de urea al 8M. El gel se corrio
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a las siguientes condiciones: 55 V por 15 h con una temperatura inicial de 66 °C y
una temperatura final de 68 °C (con un incremento de 0.1 °C h1), usando el sistema
DCode Universal Mutation Detection System (BioRad, U.S.A), Los geles se tifieron
con SYBR GREEN al 1X por 30 min y la imagen obtenida se digitalizo. El patrén de
bandas se analizado usando el software Gelcompar Il (Applied Maths Biosystems,

Belgium). La PCR-TGGE se realiz6 por triplicado.

2.4.3. Secuenciaciéon de bandas y analisis filogenético

Las bandas obtenidas del gel de TGGE, se cortaron y eluyeron en agua bidestilada
estéril por 24 h a 4°C. La reaccion de PCR se llevo a cabo con 5 ul de la suspension
y con las mismas condiciones de la PCR-TGGE, con los primer 341F sin la cola
GC y 907R. Los productos se verificaron en gel agarosa al 1%.

Los amplicones se enviaron a Macrogen (Korea) para ser secuenciados en un ABI
PrimR 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA). Las secuencias
obtenidas se editaron usando BioEdit ® (Hall, 1999) y la presencia de secuencias
quimeras se evalué con DECIPHER (58).
(http://decipher.cee.wisc.edu/FindChimeras.html). Las secuencias editadas se
compararon con secuencias conocidas en el GenBank usando BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool)(59) y el software Sequence Match del sitio web Ribosomal
Database Project (RDP). Las secuencias editadas se alinearon usando Clustal W
(60). El software MEGA 6.0 (http://megasoftware.net/) se utilizé para construir un
arbol filogenético por el método de neighbor-joining (61) con un bootstrap de 1000
repeticiones. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de Jukes-
Cantor (Jukes y Cantor, 1969).

2.4.4. Analisis RISA para fraccion cultivable y fraccion total

Para realizar una comparacion de las comunidades bacteriana presente en los
guesos, se utilizaron la fraccion total y la fraccion cultivable, mediante un analisis

RISA. El DNA extraido de las muestras de los quesos (fraccion total) y de los
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barridos hechos a los medios de cultivos MRS y M17 (fraccion cultivable). La
extraccion del DNA se llevo a cabo usando el kit comercial Power Soil DNA Isolation
Kit (MO BIO Laboratories, Inc., Ca.) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
concentracion del DNA se determiné usando Nanodrops (Thermo). Para realizar
esta comparacion, se hizo una PCR con los cebadores L1 (5-
CAAGGCATCCACCGT-3) y G1 (5-GAAGTCGTAACAACG-3) (47). El producto de
amplificacion se verifico por electroforesis en un gel poliacrilamida al 8% y tincion
de plata. Con los resultados se construyeron dendogramas, segun el patrén de
bandeo que fue analizado con el programa de Gelcompar Il (Applied Maths
Biosystems, Belgium) con el indice DICE-UPGMA. Se generé una matriz de
presencia ausencia para establecer las relaciones existentes; con algunos

indicadores de diversidad, corridos en el programa PAST version 3 (107).
2.5. Andlisis estadisticos

Los resultados para los andlisis fisicoquimicos, los conteos, la actividad acidificante
y la actividad antimicrobiana, se analizaron por medio del método estadistico
ANOVA de una sola via, con un nivel de confianza del 95% (a=0.05). Todos los
analisis estadisticos se llevaron a cabo en el programa SPSS versiénl8 para
Windows 7.



3. Capitulo 3: Resultados.

3.1 Andlisis fisicoquimico.

Los analisis fisicoquimicos realizados a las muestras de los quesos cumplieron con
los requerimientos contemplados en la Norma Técnica Colombiana 750 (NTC 750)
y la resolucion 2310 de 1986 para este tipo de productos. En la tabla 1, se muestran
los valores obtenidos para cada uno de los parametros evaluados. Los resultados
para los analisis fisicoquimicos fueron variables para las muestras analizadas,
mostrando diferencias significativas (p<0,05) para los parametros proteinas,
humedad, grasa y acido lactico. Los valores de pH y porcentaje de cenizas no
presentaron diferencias estadisticas significativas con (p>0,05) entre los quesos

analizados.

Tabla 1. Analisis fisicoquimico de Quesos Doble Crema

Parametros? Q1 Q2 Q3 Rangos
permisibles?

Acido Lactico (% m/m) 0,112 0,14b 0,17¢ 0,20

pH 5,41° 5,59° 5,52b 5,5-6,0
Analisis de cenizas % (m/m) 2,662 2,792 2,872 3,0
Analisis de proteina % (m/m) 26,352 22,230 25,04¢ 25-30
Humedad % (m/m) 44,442 48,94 47,06¢ 60
Grasa % (m/m) 23,692 20,98° 21,54¢ 25-45

!Rangos permisibles establecidos por las normativas colombianas. #*¢-Resultados con la misma
letra no presentaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).
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3.2 Métodos dependientes de cultivo

3 2.1. Aislamiento de cepas de BAL

Las bacterias obtenidas en los medios de cultivos MRS y M17 se caracterizaron
por formar colonias de color blanco, crema y grises; de tonos brillantes y opacas,
algunas con halos transparentes en los extremos de la colonia y los bordes de las
colonias algunos regulares e irregulares. Para cada empresa se aislaron las
colonias segun las caracteristicas descritas y luego se re-aislaron hasta obtener
cepas puras, para posteriores analisis. Al final se obtuvieron 31 cepas de las
muestras de todas las empresas, las cuales eran: gram positivas, catalasa y
oxidasa negativa. El 60% fueron cocos (18 aislados) y el 40% (13 aislados) bacilos
cortos. Para Q1 y Q2 se obtuvieron once aislados y para el Q3 nueve, las cuales

fueron utilizados en los analisis posteriores.

3.2.2. Cuantificacion de BAL y de bacterias totales

Los recuentos de células viables de BAL realizados a los quesos se muestran en
la figura 2. El recuento para Q3 fue el mas alto de los tres quesos estudiados, con
un valor promedio de 6,8 y 7,0 log UFC/g para M17 y MRS respectivamente.
Seguido por Q1, con valores de 6,8y 6,7 log UFC/g y por ultimo Q2 con valores de
6,4y 6,3 log UFC/g. No se encontraron correlaciones entre los recuentos hechos a
los quesos con las diferentes empresas en estudio (p<0.05). Al comparar los
medios usados se denota un mayor crecimiento en el medio M17 para (Q1 y Q2).

En Q3 el crecimiento fue mayor en el medio MRS.
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Figura 2. Recuento de bacterias totales y de bacterias acido lacticas.
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En el recuento de bacterias totales por epiflourescencia, se presentaron resultados
similares con respecto a los recuentos de células viables (Figura 2), Q3 presento

el conteo mas alto 7,1 log Células/g , Q1 7,0 log Células/g y Q2 6,9 log Células/g.

3.2.3. Andlisis del espaciador intergénico ribosomal (RISA)

Los patrones en los perfiles RISA encontrados, fueron similares en muchas de los
aislados, con bandas en comun entre 700-900 bp, y los 400-600 bp, algunos
presentaron bandas especificas (figura 3). De acuerdo a los agrupamientos que se
formaron mediante los perfiles RISA, 15 aislados cuyos patrones ITS diferian
alrededor de un 20%, segun arboles con indices de similitud generados con el
software Gelcompare® (Figura 3) fueron seleccionados para identificacion por
secuenciacion. Los grupos encontrados no tuvieron una relacion directa con la
empresa productora de quesos, evidenciandose una agrupacion aleatoria donde
no se distinguen aislados que pertenezcan a un solo queso en especifico (Figura
3).
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Figura 3. Andlisis cluster de los patrones de bandeo en RISA de las bacterias aisladas de los quesos.
Resultado obtenido por el método: DICE- UPGMA, encerrados en los rectangulos, estan los aislados que
Se escogieron para secuenciar.
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3.2.4. Identificacion de los aislados con el gen ribosomal 16S rDNA

Las caracteristicas tecnoldgicas y similitudes filogenéticas de los aislados

seleccionados para secuenciacion de acuerdo a diferencias en sus patrones ITS

se muestran en la tabla 2

Tabla 2. Caracteristicas tecnoldgicas y similitudes filogeneticas

Cédigo Similitudes filogenéticas. Similaridad NCBI Capacidad
(Origen- muestra) (Cdédigo de acceso) # acceso tecnolégica.
Q12-8 Leuconostoc mesenteroides; 97% KX078333 Actividad
(AB023245) Acidificante.
Q2-7 Leuconostoc mesenteroides 100% KX078321 Produccion de
(AB056545) acetoina y diacetilo®
Q2-11 Leuconostoc mesenteroides 99% KX078327
(JK273684)
Q3-1 Leuconostoc lactis 100% KX078322
(AB295117)
Q1-9 Leuconostoc citreum 98% KX078320
(KC836576)
Q3-3 Pediococcus acidilactici 100% KX078323 Produccion de
(EU147309) acetoina y diacetilo®.
Q2-3 Pediococcus acidilactici 99% KX078325
(KJ083748)
Q2-6 Weissella paramesenteroides 98% KX078330 Actividad
(AB023238) Antimicrobianad.
Q1-3 Weissella paramesenteroides 100% KX078319
(FJ751790)
Q3-5 Weissella paramesenteroides 98% KX078328
(AB068665)
Q2-8 Weissella paramesenteroides 98% KX078326
(AB024534)
Q11 Weissella viridescens 97% KX078332
(KJ580423)
Q2-5 Weissella viridescens 98% KX078331
(AB053236)
Q3-6 Weissella viridescens 97% KX078329
(AB026736)
Q3-9 Weissella viridescens 100% KX078324
(AB026736)

a Aislados bacterias acidolacticas. b (53), ¢ (41), d (62)

Aungue los patrones RISA de todos los aislados seleccionados diferian en gran

medida (20%), el analisis de secuencias mostro que el 53% de los individuos

presentaban afiliaciéon filogenética con el género Weissella paramesenteroides (4
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aislados), Weissella viridescens (4 aislados), seguido por Leuconostoc
mesenteroides (3 aislados) y en menor proporcion Pediococcus acidilactici,
Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc lactis y Leuconostoc citreum (laislado).
La relacion filogenética entre los aislados se muestra en el dendograma construido

por el método de neighbor-joining y se observan en la figura 4.
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Figura 4. Ubicacion filogenéticas de los aislados bacterianos basados en las secuencias del gen RNAr

16S. El dendograma Neighbor-joining fue generado en MEGA usando Kimura-2 y se utilizaron 1000
réplicas en analisis boostrap. la secuencia del gen RNAr 16S de Pyrococcus furiosus fue usada como “out-
group”.
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3.2.5. Caracterizacién tecnoldgica de cepas.

Los resultados para las propiedades tecnolégicas realizadas a las cepas de BAL

se muestran en la tabla 3.

e Actividad acidificante y produccién de diacetilo.
En evaluacion de la actividad acidificante, la cepa Q3-3 presento a las 6h, el mayor
descenso de pH y las cepas Q2-5y Q2-11 a las 24 h.

De las 5 cepas de BAL, solo tres dieron positivo para la prueba de produccién de
diacetilo, en Q2-5 y Q3-6 no fue detectado.

e Actividad proteolitica y lipolitica.
No se evidencio en ninguna cepa actividad proteolitica y lipolitica extracelular, por

el método cualitativo usado.

e Crecimiento a diferentes temperaturas y a diferentes concentraciones
de sal
Se observd que las cepas Q1-9 y Q2-11 no crecieron a 15°C y Q2-5 no creci6 en
45°C (Tabla 3). Todas las cepas crecieron en concentraciones de 2 y 6% de sal.
En 10% solo una bacteria tuvo crecimiento (Q2-5).

e Actividad microbiana.
La actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos del crecimiento de las cepas
evaluadas mostro un efecto inhibitorio sobre: Listeria monocytogenes, Escherichia
coli y Salmonella typhimurium. Los extractos de las cepas BAL que presentaron
valores iguales o por encima de 15 mm en el halo de inhibiciéon fueron Q1-9
(Leuconostoc citreum) y Q2-11(Leuconostoc mesenteroides) y Q3-3 (Pediococcus
acidilactici) siendo las que tuvieron mayor efecto sobre el crecimiento de los
patdogenos. El extracto de las BAL tuvo un menor efecto frente Enterococcus

faecalis con halos de inhibicion inferiores a 15 mm.
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Tabla 3. Caracterizacién tecnoldgica de cepas BAL.

Pruebas Q3-3t Q2-5 Q1-9 Q2-11 Q3-6
Acidificacion 6h 5,10+0,20 6,10+0,01 5,39+0,03 5,45+0,20 5,95+0,01
(pH)? 24h 4,38+0,01 4,29+0,02 4,36+0,20 4,29+0,10 4,35+0,20
Escherichia coli 16 16 15 15 16
Salmonella 15 15 20 15 12
typhimurium
Actividad Staphylococcus 7 5 15 17 8
antimicrobiana aureus
(mm) Enterococcus 8 0 12 12 9
faecalis
Listeria 25 18 20 17 17
monocytogenes
Act. - - - - -
Proteolitica
Act. Lipolitica - - - - -
Concentracion ! ! ¥ ¥ ¥
+ + + + +
de sal (%) 10 - - - - "
Temperaturas 15 + + - - +
© 45 + - + + +
Produccién de + - + + -
diacetilo

INomenclatura de las cepas en estudio Q3-3: Pediococcus acidilactici, Q2-5: Weissella viridescens, Q1-9:

:Leuconostoc citreum. Q2-11

Leuconostoc mesenteroides, Q3-6: Weissella paramesenteroides, 2 pH inicial: 6,8.

3.3. Métodos independientes de cultivo.

3.3.1. Andlisis de comunidades microbiana por PCR-TGGE

La evaluacion de la diversidad de las poblaciones bacterianas de los quesos de

diferentes empresas se llevo a cabo por la técnica PCR-TGGE, amplificando la

region V3-V5 el gen RNAr 16S. Los resultados de la amplificacion para cada una

de las muestras fueron reproducibles en los patrones de TGGE, observandose

pocas bandas (Figura 5A). Se notan diferencias en intensidad dentro de cada punto

muestreado pero no entre profundidades. En general, se observé un patrén de



23

migracion de bandas similar a lo largo de cada uno de los carriles donde estaban
representados los quesos y sus respectivos lotes. En gel de TGGE, todos los
carriles tienen en comun las bandas numero 2, 3, 4y 7 (figura 5A). Las diferencias
entre cada uno de los patrones se presentaron principalmente en Q2 y Q3, donde
se observo la ausencia y presencia respectivamente, de las bandas 1, 5 y 6(figura
3 A). En algunos carriles se observan manchas provenientes de todas las

muestras.

Las diferencias en los patrones de diversidad entre las tres empresas y los lotes,
se tomaron como parametros de andlisis. Después de analizar los patrones de
bandeo para cada perfil con el software Gelcompar II® (Figura 5A), no se observo
una tendencia definida a la agrupacién o formacion de clusters por lotes (L1, 2y 3;
en Q1 y Q2). Sin embargo, se evidencia similaridades entre 90 - 100 % y un 60-
80% para las empresas productoras. Con el andlisis de componentes principales
se evaluaron las correlaciones existentes entre los diferentes quesos y sus lotes,
(Figura 3B) observandose que los quesos con sus correspondientes lotes, tuvieron
cercania, presentandose poca variacion entre ellos y teniendo mas relacion los
guesos de Q1 y Q3. Los indices de diversidad y riqueza (Tabla 4), mostraron

variacion entre los lotes y los quesos producidos en las diferentes empresas.

Tabla 4. indices de diversidad, obtenidos a partir de los andlisis Bandas de TGGE.

QiL2*  Qails Qil1 Qsl1 Qsl2 Qsls QoL4P

Taxa_ S 5 5 6 7 7 7 3
Individuals 5 5 6 7 7 7 3
Dominance D 0,200 0,2000 0,1667 0,1429 0,1429 0,1429 0,3333
Simpson_1-D 0,800 0,8000 0,8333 0,8571 0,8571 0,8571 0,6667
Shannon_H 1,609 11,6090 1,7920 1,9460 1,9460 1,9460 1,0990

2Designacion de las muestras analizadas Q:L: (Queso empresa 1, Lote 1), asi para todos los
demas. P Para la empresa Q: solo se pudo obtener una muestra.
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Figura 5. Andlisis de las bandas y las relaciones que existen entre los diferentes quesos producidos.
A) Cluster de los patrones de bandeo de la diversidad de bacterias en quesos doble crema hechos en
tres diferentes empresas. (Método: DICE- UPGMA). B) Andlisis de PCA.

3.3.2. Afiliacion filogenética de las secuencias obtenidas
provenientes de las bandas TGGE:

Se destacan bandas asociadas a unidades taxondmicas operacionales especificas
0 especies bacterianas que se repitieron a lo largo de todos los puntos de muestreo
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(Figura 5). Treinta bandas de interés en cuanto a ocurrencia en todos los carriles o
exclusivas a ciertos puntos fueron escindidas, re-amplificadas y secuenciadas. Un
total de 5 bandas produjeron secuencias de calidad, pudiendo ser ensambladas,
alineadas e identificadas usando los paquetes Bioedit (Halt,1999), Mega 6.0
(Tamura et al, 2007) y Blast (Altschul et al, 1990). A pesar de que 30 bandas
pudieron ser escindidas y secuenciadas, la mayoria provenientes de los diferentes
guesos analizados, no pudieron ser relacionadas con secuencias en bases de
datos de genes ribosomales debido a la obtencion de cromatogramas con ruido
excesivo y secuencias de pobre calidad con multiples ambigliedades que evitaron
gue estas pudieran ser ensambladas y asociadas exitosamente a unidades
taxondmicas operacionales. Adicionalmente, en algunos carriles, la presencia de
manchas, hizo dificil la caracterizacion y por ende la escision de bandas
individuales. La identidad de cada una de las bandas que pudieron ser
exitosamente identificadas ademas de su asociacion filogenética a grupos
bacterianos especificos. Todas las bacterias encontradas han sido detectadas en
estudios previos relacionados con muestras provenientes de derivados lacteos,
especialmente con quesos y leches fermentadas. Las identidades de los patrones
de bandeo recurrentes (Figura 5A) se asociaron a las especies Enterococcus sp
con una identidad 99 % (banda 7), Weissella sp una identidad del 100 % (banda 4)
Pediococcus sp una identidad del 100% (banda 1), Lactobacillus fermetum una
identidad del 99% (banda 3), Lactococcus lactis una identidad del 99% (banda 5),
Lactoccoccus lactis subesp lactis una identidad del 99 % (banda 6) y Leuconostoc
mesenteroides una identidad del 100% (banda 2). En general el filum Firmicutes,
representados por los géneros Leuconostoc, Weissella y Lactobacillus, son los

grupos dominantes en todos los quesos muestreados (Figura 6).
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B1
0i|940789697|gb|KT906209.1| Pediococcus sp.

og | 0i[592748636|gb|KF973207.1| Pediococcus sp.

0i]402169848|gb|JX193618.1| Pediococcus sp.

0i|390165382|gb|JQ806707.1| Pediococcus acidilactici.

70 0i|684782318|gh|KM005147.1| Pediococcus acidilactici.
0i]959479619|gb|KU213668.1| Lactobacillus fermentum.
B3
0i|726968612|gb|KM485580.1| Lactobacillus fermentum.
0i|726968611|gb|KM485579.1| Lactobacillus fermentum.
0i]930156700|gb|KR135402.1| Lactobacillus fermentum.

B7

KUG644349.1|_Enterococcus_sp.

KU644404.1|_Enterococcus_sp.

95 [ KU324913.1|_Enterococcus_lactis

33 KT438165.1|_Enterococcus_faecium

63 99

90

0i|937668281|gb|KT887254.1| Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides.
0i[932253262|gb|KT361118.1| Leuconostoc sp.

0i|961055066|gb|KT952378.1| Leuconostoc sp.

B2

0i|961055077|gb|KT952389.1| Leuconostoc sp.

Lactococcus lactis AJ271851

B5

Lactococcus lactis AJ488174

98

32

Lactococcus lactis X64887

Lactococcus lactis subsp. cremoris HM218811

99 [ B6

0i|937668276|gb|KT887249.1| Lactococcus lactis subsp. lactis
0i|917614574|gb|KT427451.1| Lactococcus lactis subsp. lactis
0i[902883044|gb|KP764114.1| Lactococcus lactis subsp. lactis
0i[902883005|gb|KP764099.1| Lactococcus lactis subsp. lactis

B4

0i[1000811929|dbj|LC127181.1| Weissella paramesenteroides.
0i|884465791|gb|KP789026.1| Weissella sp.
0i|413965743|gh|IX826527.1| Weissella_sp.
0i[407725290|dbj|AB671284.1] Weissella sp.
0il402169865|gb|JX193635.1| Weissella sp.

0i|2343082|gb|U96622.1| Pyrococcus furiosus

0.2
Figura 6. Dendograma construido mediante el método Neighbor joining para las secuencias 16S DNAr

analizadas por la técnica TTGE. El dendograma fue generado en MEGA 6.0 usando Kimura-2 y se
utilizacién 1000 réplicas en analisis boostrap. la secuencia del gen RNAr 16S de Pyrococcus furiosus
fue usada como “out-group”.
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3.3.3. Andlisis RISA para fraccion cultivable y fraccion total

Mediante el andlisis RISA para la fraccion cultivable (Figura 7A) se evidencio la
agrupacion entre los diferentes medios de cultivos utilizados. Las diferencias entre
los bandeos en cada medio de cultivo presentaron similaridades aproximadas del
88 % para Q3 'y 76% para Q1. Las muestras formaron dos grupos, integrados por
Q3-Q1, Q2 tuvo diferencias marcadas entre los medios evaluados. En la fraccion
total también se agruparon los diferentes quesos estudiados segun el patrén
obtenido (Figura 7.B), pero en este caso, los quesos con mayor relacion fueron: Q1
y Q2. Siendo Q3 el que presento patrones diferentes. Para cada uno de las
fracciones los indices de diversidad no variaron (Tabla 5), presentdndose algunas

diferencias en Q2.

Q1 M17
Q1 MRS
Q3 MRS
Q3 M17
Q2 M17
Q2 MRS

W7

L

Q3L2
Q3L1
Q3L3
Q2L1
Q1L3
Q1L2
QL1

Figura 7. Andlisis Cluster elaborado por el coeficiente de similitud Dice (Presencia
0 ausencia de bandas) y el método de agrupamiento UPGMA basado en patrones
de bandeo ITS de la muestras de Queso Doble Crema. A) andlisis de la fraccion de
DNA cultivable. B) analisis de la fraccién de DNA total.
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e Fraccion total vs fraccion cultivable.

En el analisis de ITS para la fraccion cultivable comparada con la fraccion total, se
presentaron algunas diferencias entre los perfiles de bandeos de cada fraccion
(Figura 8). No se agruparon las muestras de cada fraccion que pertenecen a las
mismas empresas, entre los diferentes medios evaluados y las muestras de DNA
total. Los indices de diversidad muestran que la variacion entre cada queso
evaluado fueron similares (Tabla 5). Esto también se observé en lo obtenido por
medio de TGGE (Tabla 4).

100

40
60
-80

Q2L1
Q1L3
FC Q1 MRS
Q1L1
Q1L2
FC Q3 MRS
FC Q3 M17
FC Q1 M17
Q3L2
Q3L1
Q3L3
FC Q2 MRS
FC Q2 M17

909

859

782

563 £69

495

93.3|
819

618 EE

326

Figura 8. Analisis de cluster elaborado por el coeficiente de similitud Dice (Presencia o ausencia de
bandas) y el método de agrupamiento UPGMA basado en patrones de bandeo ITS de las muestras
de Queso Doble Crema de la fraccion de DNA cultivable vs analisis de la fraccién de DNA total.



29

TABLA 5. indices de diversidad, obtenidos a partir de los andlisis RISA.

Q1 Q2 Qs

FCa FTP FC FT FC FT

M17 MRS Li°¢ L2 L3 M17 MRS L: M17 MRS L: L2 L3
Taxa_S 9 10 6 5 5 6 10 3 9 9 7 7 7
Individuals 9 10 6 5 5 6 10 3 9 9 7 7 7
Dominance D 0,11 0,10 0,17 0,20 0,20 0,17 0,10 0,33 0,11 0,21 0,24 0,24 0,14
Simpson_1-D 0,89 0,90 0,83 0,80 0,80 0,83 0,90 0,67 0,89 0,89 0,86 0,86 0,86
Shannon_H 220 230 1,79 161 161 1,79 2,30 1,10 2,20 2,20 195 1,95 1,95

3 FC: fraccion cultivable, °FT: fraccion total, © L1,L2,Ls: Lote 1, 2y 3.







4.Capitulo 4: Discusion

El estudio de la diversidad de bacterias acido lacticas (BAL) en quesos, ha
permitido conocer la funcion que tienen este grupo de microorganismos en los
procesos de produccion. (63—-66). En este trabajo se presenta un acercamiento a
la diversidad bacteriana asociada al queso doble crema tradicional del Valle de
Ubaté, ubicado en Cundinamarca, Colombia. Se utilizaron métodos dependientes
e independientes de cultivo para inferir sobre la presencia de BAL, diversas e

igualmente complejas, presentes en este tipo de queso.

Los pardmetros fisicoquimicos evaluados en los quesos, muestran en todas las
empresas un cumplimiento de la normatividad vigente. Sin embargo, se
presentaron variaciones entre las empresas estudiadas, las cuales generalmente
se asocian a diferencias en el nivel de industrializacion del proceso de produccion
(17). Novoa & Lopez, (2008) y Osorio et al.,(2012) han estudiado el efecto de
algunas caracteristicas fisicoquimicas en quesos artesanales y como estas
influencian los perfiles organolépticos, mostrando que su variacién esta ligada a
una accién conjunta de parametros relacionados con la cantidad de grasa, el pH 'y
la humedad. Los resultados de este estudio sugieren un rango estrecho en cuanto
a diversidad de especies cultivables en las muestras (Figura 2), ligado a
caracteristicas complejas fisicoquimicas y por supuesto a los sesgos potenciales

gue pueden representar los estudios cultivo-dependientes (67).

Los recuentos obtenidos para cada una de las empresas estudiadas mostraron
variabilidad, presentando valores entre 6,0 - 7,0 Log UFC g, valores menores a
los encontrados en otros quesos frescos y de pasta hilada (Caciocavallo), donde
los conteos alcanzan hasta 8,0-9,0 Log UFC g, estos cambios estan relacionados

principalmente al origen de la materia prima y a las condiciones de manufactura,
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gue presentan diferentes condiciones a los cuales se beneficia el crecimiento de
estas bacterias (68,69). Los recuentos de microorganismos totales por
epifluorescencia, fueron mayores que los realizados en los medios selectivos,
resultados similares se han reportado anteriormente (33,70,71), esto se debe a la
presencia de células no viables y células viables no cultivables en el conteo de

células totales.

En la metodologia cultivo dependiente, predomino la presencia de los géneros
Weissella sp y Leuconostoc sp. Algunos de los aislados fueron especificos de
algunas empresas, como es el caso de Leuconostoc lactis (Q3) y Pediococcus
acidilactici (Q2). Esta bacterias han sido reportadas en estudios hechos en

diferentes quesos tradicionales (72,73).

El género Weissella sp aparece como el mas dominante entre las BAL aisladas de
las muestras (53%). Esto se corrobord haciendo un andlisis de cuales patrones
RISA en los 31 aislados obtenidos coinciden exactamente con 15 aislados
identificados por secuenciacion. Por ejemplo, basados solo en el andlisis de
patrones RISA, entre todos los aislados, Weissella sp. sigue dominando,
representando el 50% de las secuencias, sin mencionar las coincidencias desde el
punto de vista fenotipico como morfologia y tincibn de Gram que se presentaron
igualmente con otros aislados, indicando que el porcentaje puede ser mayor. Se
debe tener extremo cuidado en establecer asociaciones taxonomicas Y/o
filogenéticas solo desde el punto de vista morfolégico, mas aun cuando se ejerce
un sesgo tan grande como es el aislamiento en medios selectivos (22,74).
Weissella sp es un género principalmente aislado de alimentos fermentados que
estan relacionados con frutas, algunos vegetales y cereales (75,76). En los ultimos
afos se ha convertido en una bacteria de interés en el &mbito de derivados lacteos,
en especial por su estrecha relacion con quesos producidos a partir de leches
acidas (28,43). También ha sido reportado como un microrganismo con algunas
caracteristicas que estan asociadas a factores benéficos dentro de la produccion
de quesos, entre las mas importantes encontramos: produccion de compuestos

volatiles, exopolisacaridos y algunos péptidos con funciones bioactivas (77).
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El analisis de patrones ITS muestra que Leuconostoc sp, represento
aproximadamente 30% de todos los aislados obtenidos siendo detectado en todas
las muestras. Esta especie es bien conocida dentro de las BAL por las funciones
gue cumple en la consolidacion de las propiedades organolépticas de muchos
guesos (7,53,69,78,79). Sus caracteristicas mas importantes van desde la
produccién de componentes bioactivos, hasta acondicionar la matriz del queso,
especificamente, mediante cambios fisicoquimicos, lo cual favorece el crecimiento
de otras BAL. (29,72,73,80). En algunos estudios se han destacado las funciones
de este microorganismo y sus variedades de especies en los quesos, atribuyéndole
factores diferenciales al producto como: la reduccion del pH, deshidratacion ,
incremento de sales y reduccion de la actividad del agua (77,81). En este estudio
se encontraron tres especies diferentes relacionadas con este género:
Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc lactis y Leuconostoc citreu, que han

sido reportados en diferentes tipos de quesos de pasta hilada (76,78,82).

Otro de los géneros encontrados fue Pediococcus sp., este coco gram positivo,
homofermentativo, se ha reportado en menor proporcién en quesos, asociado
principalmente a microbiota nativa no iniciadora (24,74,83,84). Este género ha sido
asociado a la generacion de olores y sabores caracteristicos en derivados lacteos,

su metabolismo, se ha asociado a actividades proteoliticas y lipoliticas (83),

En la evaluacion de las caracteristicas tecnologicas de algunas cepas aisladas, los
valores de pH encontrados muestran que estas bacterias tienen un potencial
acidificante, los valores encontrados a las 24 h estuvieron entre 4,2 y 4,3, los cuales
son similares con otros estudios hechos (40,85,86). La actividad antimicrobiana en
contra de patdégenos de interés en alimentos, se evidencid en las bacterias
estudiadas, lo que indica que existen posibles antagonismos relacionados con la
produccion de agentes antibacterianos (Tabla 3). Las bacterias acido lacticas han
sido relacionadas con la produccion de agentes antimicrobianos; Cheong et al.,
(2014) evaluaron la accién de algunas BAL sobre el crecimiento de mohos sobre la
superficie de un queso fresco, donde encontraron un control efectivo del

crecimiento del hongo. También, otras investigaciones muestran los posibles
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efectos de consorcios microbianos aislados de quesos, en contra de patdégenos
como Listeria sp (87). Las demas caracteristicas tecnoldgicas mostraron resultados
muy variables, las cepas resistieron concentraciones de sales del 2 y 6%, esto se
relaciona con la produccién de quesos, que incluyen salmueras en sus procesos
de elaboracion y es evidencia de su adaptacion a estos ambientes. La produccion
de diacetilo es uno de los productos del metabolismo del citrato (4,73,85) y es un
compuesto importante en la consolidacion de algunos sabores en los quesos, en
este estudio, se encontraron tres cepas BAL (Pediococcus acidilactici, Leuconostoc
citreum, Leuconostoc mesenteroides) que mostraron produccion. Las actividades
proteoliticas y lipolitica no estuvieron presentes en las cepas evaluadas, estos dos
propiedades enziméticas han sido relacionadas principalmente con aislados
obtenidos de quesos madurados, donde se desarrollan gran variedad de

metabolismos que involucran estas dos actividades (51,88-90).

Los andlisis independientes de cultivo realizados por PCR- TGGE, de las tres
empresas, evaluando la regién V3-V5 del gen rDNA 16S, se realizaron para
completar la informacién encontrada con los aislados en los medios de cultivos. La
determinacién de la diversidad bacteriana en muestras de queso por técnicas de
detecciéon e identificacion como TTGE o DGGE, estd caracterizada por arrojar
resultados variables, con perfiles de diversidad y mostrando representantes de

diferentes filum (30).

Los resultados obtenidos en este trabajo, muestran bajos niveles de diversidad,
con grupos dominantes pertenecientes al filum Firmicutes y 3 géneros
representando estos grupos: Enterococcus sp, Lactobacillus sp y Lactococcus sp
(figura 5A); los cuales se encontraron asociadas a los quesos estudiados, pero no
crecieron en los medios utilizados. Sin embargo, en algunos carriles se observan
manchas provenientes de todas las muestras y cuyas bandas individuales no
pudieron ser caracterizadas, lo que puede representar a comunidades muy
diversas pueden ser erroneamente interpretadas. Tras el andlisis de los patrones
de bandas y la realizacion de analisis de agrupacion, se observé que la comunidad

asociada es constante a través de las diferentes muestras. Este analisis de
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agrupamiento fue confirmado por tres repeticiones (datos no presentados). Estos
resultados pueden reflejar lo que segun algunos autores acontece (42, 91) en
situaciones de presion extrema o perturbacion, donde las baterias enzimaticas
bacterianas se ven obligadas a concentrar su accibn en mecanismos de
supervivencia en oposicion a encaminar su accion a procesos de crecimiento
celular disminuyendo por su puesto el nimero de aquellos individuos incapaces de
adaptarse evolutivamente (42,56,91). Los otros géneros encontrados por esta
técnica fueron correspondientes a los obtenidos por métodos cultivo. De la misma
manera hay evidencia de la gran influencia que ejercen los cambios fisicoquimicos
en la estructura de la comunidad bacteriana (92,93) donde los indices de diversidad
se ven afectados por cambios en las concentraciones de sal, pH, temperaturas,

concentraciones de oxigeno, entre otros.(37,94)

Sin embargo, es imperativo tener en cuenta las limitaciones que posan en la técnica
TTGE/DGGE. Es claro que los perfiles obtenidos solo representan las comunidades
mas representativas o dominantes, es imposible tener una idea de la riqueza total,
lo que puede en algun momento desestimar los perfiles de diversidad y nimero de
especies, igualmente una sola banda detectada puede representar mas de un OTU
0 una especie particular puede dar pie a la formacién de varias bandas (65,95,96).
Igualmente, es necesario contemplar las limitaciones antes mencionadas con
respecto a los sesgos que representan las técnicas moleculares basadas en PCR,
principalmente, las que se refieren a los sesgos existentes a la hora de obtener

ADN representativo de todas las comunidades presentes (97).

Los géneros de Enterococcus sp, Lactobacillus sp y Lactococcus sp, son aislados
con frecuencia y hacen parte de la microbiota nativa de quesos producidos con
leches acidas y quesos de pasta hilada. Enterococcus sp es un género que ha
tomado mucha relevancia en los ultimos afios, las especies E. faecuim y E. durans,
se han consolidado como microorganismos con importancia tecnologica en los
procesos de acidificacibn y maduracion (74,98,99). De otro lado los géneros

Lactobacillus sp. y Lactococcus sp, son comunes y han sido encontrados en
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muchos tipo de quesos de diferentes regiones del mundo
(8,21,42,72,76,78,100,101).

Q1y Q3 fueron las empresas que tuvieron mayor relacion, de acuerdo a las bandas
obtenidas por medio de TGGE (figura 5A), es decir, comparten comunidades
bacterianas similares. Las diferencias encontradas frente a Q2, pueden estar
relacionadas con los procesos de produccién, utensilio utilizados en la fabricacion
y las practicas de manufactura (41,102), uso de sustancias quimicas para la
acidificacion, factores que influencia de alguna manera a la diversidad de la

microbiota nativa existente.

La comparacién de la diversidad encontradas mediante el analisis RISA, no mostro
una diferenciacion entre las empresas. Las variaciones en la comunidades
bacterianas presente en los quesos, se dan generalmente cuando se cambia la
microbiota nativa por cultivos iniciadores o cuando se comparan diferentes sitios

donde se realizan procesos de maduracion (96,103).

La microbiota encontrada por el método PCR-TGGE, mostro relacién con los
géneros encontrados en los medios selectivos evaluados, contrario a lo que se ha
descrito en este tipo de acercamientos (20,27). Sin embargo, en estudios hechos
en quesos elaborados con leches acidas, han evidenciado que esta
correspondencia puede llegar a darse, por la selectividad que tienen este tipo de
ambientes con las bacterias presentes (29).

Las BAL identificadas dan bases sobre el entendimiento de que bacterias estan
presentes en el queso doble crema y abren el curso de otras investigaciones que
conlleven a conocer cuales es la importancia de utilizar cultivos iniciadores con
cepas autoctonas, para asi preservar las caracteristicas organolépticas y
sensoriales del producto original, como lo han logrado muchos de los quesos
artesanales en Europa. En Latinoamérica, existen un gran interés de resaltar el
valor de sus productos autéctonos, tal es el caso de México (77,104), Argentina
(105,106). y Brasil (96) donde se han realizado estudio de caracterizacion de

algunos de sus quesos autéctonos. Colombia en la actualidad tiene muchos retos
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para consolidar e identificar sus productos nacionales como Sus quesos

tradicionales, que son parte fundamental de su cultura.

Una idea fundamental, se desprende del hecho de encontrar similitudes entre los
analisis moleculares y los cultivos dependientes. Es importante anotar que en
ambas técnicas de tamizaje priman organismos cultivables como dominantes en
las diferentes muestras analizadas. Segun lo anterior, surge la pregunta acerca de
quiénes son los miembros mas activos y con mayor importancia en el ecosistema;
la fraccion cultivable, o ese 95-99 % que aun no ha podido ser aislado, asunto que
sin duda requiere atencion e investigacion adicional (28,74). El enfoque
bidireccional seguido en este trabajo, demuestra que particularmente en esta
muestra, las dos técnicas efectivamente exponen los componentes dominantes de
la comunidad. En este orden de ideas, tal parece ser que el reto en futuros estudios
de ecologia y diversidad bacteriana, es de vital importancia desarrollar nuevas
tecnologias de cultivo de organismos no antes cultivados e integrar las técnicas
moleculares, cultivo dependientes y de funcidén de las comunidades en un enfoque
totalmente polifasico, lo que seria de gran utilidad para llevar importantes avances
en la comprension de este ecosistema y su impacto en la elaboracion y calidad del

gueso en la region.
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5.Capitulo 5. Conclusiones y
recomendaciones

5.1 Conclusiones

La diversidad de BAL aisladas e identificadas en los quesos doble crema, que se
evaluaron en este estudio correspondieron a: Pediococcus acidilactici, Weissella
paramesenteroides Weissella viridescens, Leuconostoc citreum, Leuconostoc
mesenteroides y Leuconostoc lactis. Por otro lado especies y géneros
pertenecientes a Enterococcus sp, Weissella sp, Pediococcus sp, Lactobacillus
fermetun, Lactococcus lactis, Lactoccoccus lactis subesp lactis y Leuconostoc

mesenteroides, se detectaron por TGGE.

Las bacterias que se encontraron relacionadas con el queso doble crema por medio
de métodos dependientes e independientes de cultivos han sido reportadas en
muchos tipos de quesos y ellas estan relacionadas con actividades metabdlicas de

importancia, que contribuyen al desarrollo de propiedades organolépticas

Las relaciones existentes entre las diferentes empresas productoras de queso
doble crema analizados en este estudio, mostraron que existen algunas
poblaciones de bacterias acido lacticas que estan presentes en las muestras y los
lotes analizados para cada uno de los quesos. La diversidad de bacterias tampoco
fue muy diferente, solo Q2 presento algunos cambios, que sugieren esta

involucrados con la forma de produccion.
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Caracteristicas relacionadas con el potencial tecnolégico, se evaluaron para
algunos aislados representativos de especies de bacterias acido lacticas
encontrados en los quesos, donde la actividad acidificante, la produccion de
diacetilo y crecimiento a concentraciones de sal (2 y 6%) fueron las importantes.
La produccion de compuestos antibacterianos, evidencio la existencia de actividad
contra: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,

Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes.

Los cambios en las comunidades bacterianas relacionados con el queso doble
crema, presentes en este estudio, contribuyen al fortalecimiento del conocimiento
en este tipo de productos autdctonos, que dan pie a proponer nuevas alternativas
para promover su conservacion mediante distinciones como proteccion de

Denominacion de Origen (DO).
5.2. Recomendaciones.

En Colombia existen pocos acercamientos al conocimiento de la composicion
microbiana en sus productos autéctonos; establecer y entender como estan
actuando en determinado alimento es fundamental para ayudar entender su aporte
en la produccion. Para esto se debe profundizar en estudios donde se apliquen
métodos moleculares mas gruesos, relacionados con gendmica y transcriptomica,
donde se puedan obtener con mayor informacion sobre la composicion de este

gueso y sus metabolismos relacionados
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A. Anexo A: Tablas con recuentos
totales y de bacterias acido lacticas.

Anexo 1. Recuento! de bacterias acido lacticas.

Q1 SD3 Q2 SD Q3 SD
M172 6,8 6,2 6,4 6,2 6,8 64
MRS? 6,7 6,2 6,3 5,3 7,0 6,5
Epifluorecencia® 70 6,3 6,9 6,4 71 6,1

1Logio de los valores obtenidos en los recuentos UFC- Celulas/g. 2Medios de cultivos
evaluados. 2 Recuento de bacterias totales. 3SD: desviacién estandar.

I
Anexo 1. Bacterias en tincidn con naranja de acridina,
en microscopia de epiflouerecencia, 100X
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B. Anexo B: Analisis RISA de los
aislados.

s ITS
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Q34
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Anexo B. Andlisis cluster de los patrones de bandeo de las bacterias aisladas de los

guesos. Resultado obtenido por el método: PEARSO- LINKAGE,
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C. Anexo C: Tincidn gram de los géneros
Identificados.

Weissella sp. Pediococcus sp.

Leuconostoc sp.
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D. Anexo D: foto de las pruebas de
caracterizacion tecnologicas de cepas
BAL.

Act.
Lipolitica

Act.
Proteolitica

Produccion de diacetilo.
C+ C- Q2-5

Q3-3 Q3-6

<
. o
— >
N2 R

Staphylococcus aureus

almonella typhimurium

Escherichia coli
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Enterococcus faecalis

Listeria monocytogenes
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E. Anexo E: Gel resultado del TGGE y
relacion taxondmica de las bandas.

Ql L1Q1L2 QI1L3 Q2 Q3L1

gradiente de temporal de temperatura.

M Q3L2 Q3L3

Anexo E. Patrones de bandas para tres diferentes quesos mediante la electroforesis en gel con

Anexo E. Taxonomia de las identificaciones de las bandas de TGGE.

Reino: Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria
Divisién: Firmicutes Firmicutes Firmicutes Firmicutes Firmicutes Firmicutes
Clase: Bacilli Bacilli Bacilli Bacilli Bacilli Bacilli
Orden: Lactobacillales | Lactobacillales Lactobacillales Lactobsacnlale Lactobacillal Lactobsacnlale

es
. Leuconostoca | Lactobacillace Streptococcac | Lactobacillac | Enterococcac
Familia: ceae ae Leuconostocaceae eae eae eae
Género Leuconostoc Pediococcus. Weissella. Lactococcus Lactobacillus Enterococcu
(Banda 1) (Banda 4) S (Banda 7)
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Lactoccoccus
lactis subesp

Leuconostoc .
. ) lactis (Banda
Especie mesenteroides 6)

(Banda 2)

Lactobacillus
fermetun

Lactococcus (Banda 3)

lactis.(Banda
5)

Cddigos de acceso en GenBank: Bandal: KX097974 , banda 2: KX097975 , Banda 3: KX097976 , banda 4: KX097977,
banda 5: KX097978 , banda 6: KX097979, banda 7: KX097980
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F. Anexo F: Presentacidn en congreso
internacional.
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@
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Abstract Diversity of Lactic Acid Bacteria Population in Artisanal Double Cream Cheeses
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Bk 1Univ. Natl. de Colombia, Medellin, Colombia, “Grupo de Microbiodiversidad y
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