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RESUMEN.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar a las bacterias acido lacticas (BAL) y
levaduras presentes en el queso artesanal tradicionalmente elaborado con leche cruda,
y evaluar su uso para elaborar queso tipo artesanal con leche pasteurizada. Se aislaron
19 cepas de BAL y 25 cepas de levaduras; y fueron caracterizadas mediante pruebas
bioguimicas y de secuenciacion del gen que codifica para el 16S ADNr (BAL) y del gen
18S ADNr (levaduras). De 19 cepas de BAL, se identificaron ocho especies de
Lactobacillus plantarum, siete especies de Leuconostoc pseudomesenteroides, dos
especies de Lactobacillus fermentum y dos especies de Lactobacillus helveticus. De 25
cepas de levaduras se identificaron 11 especies de Kluyveromyces lactis, cinco
especies de Kluyveromyces marxianus, cuatro especies de Saccharomyces cerevisiae,
dos especies de Candida orthopsilopsis, dos especies de Devariomyces hansenii, y
una especie de Torulaspora delbrueckii. Las 19 cepas de BAL y 25 cepas de levaduras
fueron evaluadas para elaborar quesos con leche pasteurizada, mediante un estudio
sensorial con consumidores utilizando el método del perfil ideal (IPM) en base a nueve
atributos sensoriales: Tono crema, Intensidad de olor, Dureza al tacto, Dureza en boca,
Salado, Amargo, Acido, Elastico y Olor a establo, usando como referencia al queso
artesanal. El perfil entre los tratamientos fue parecido al artesanal y con la ventaja de
estar elaborados con leche pasteurizada ademas de ser bien aceptados por los
consumidores. El ideal imaginario fue consistente entre los consumidores. No hubo
diferencias significativas en los atributos de intensidad de sabor y olor en relacién con
el queso artesanal, si hubo diferencias en los atributos de dureza en boca y dureza al
tacto. La fabricacion de quesos con leche pasteurizada es viable y puede ser una
alternativa para los consumidores que no tienen preferencia por los quesos fabricados

con leche cruda.

Palabras clave: Bacterias acido lacticas, levaduras 16S rDNA, 18S rDNA, queso

artesanal, cultivos iniciadores, IPM.



ABSTRACT.

The aim of this study was to characterize the lactic acid bacteria (LAB) and yeast in the
traditional artisan cheese made from raw milk, and evaluate its use to produce artisan
cheese from pasteurized milk. 19 LAB strains and 25 yeast strains were isolated, they
were characterized by sequencing and biochemical tests gene encoding the 16S rDNA
(BAL) and 18S rDNA gene (yeasts). 19 BAL strains, Lactobacillus plantarum eight
species, Leuconostoc pseudomesenteroides seven species, Lactobacillus fermentum
two species and Lactobacillus helveticus two species were identified. 25 yeast strains,
Kluyveromyces lactis 11 species, Kluyveromyces marxianus five species,
Saccharomyces cerevisiae four species, Candida orthopsilopsis two species,
Debaryomyces hansenii two species, and Torulaspora delbrueckii one species were
identified. The 19 strains of LAB and 25 yeast strains were evaluated to make cheese
from pasteurized milk by a sensory study with consumers using the method of ideal
profile (IPM ) based on nine sensory attributes: Tone cream, odor intensity, Hardness
touch, hardness in the mouth, salty, bitter, acid, elastic and odor stable, using as a
reference to artisanal cheese. Profile between treatments was similar to craft and with
the advantage of being made from pasteurized milk as well as being well accepted by
consumers. The imaginary perfect was consistent among consumers. There were no
significant differences in the attributes of taste and odor intensity relative to the artisanal
cheese. There were differences in the attributes of hardness and toughness mouth feel.
The manufacture of cheese from pasteurized milk is feasible and can be an alternative

for consumers who do not have a preference for cheeses made from raw milk.

Keywords: Lactic acid bacteria (LAB), yeast, 16S rDNA, 18S rDNA, artisanal cheese
starter cultures, IPM.
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1 INTRODUCCION

El queso crema es un queso fresco elaborado artesanalmente con leche cruda de vaca,
es de gran aceptacion en el sureste mexicano principalmente en los estados de
Chiapas y Tabasco. Aunque su origen puede ser en la region norte del Estado de
Chiapas, su manufactura a nivel artesanal es muy similar en ambos estados (Villegas
et al., 2011). Su sabor &cido tipico estd dado por la biota microbiana que contiene
(Ramos et al.,, 2009). Los quesos elaborados con leche cruda son propensos a
contener microbios patdégenos. La Norma Oficial Mexicana NOM-243-SSA1-2010 indica
gue todos los quesos deben elaborarse con leche pasteurizada (DOF, 2010). La
pasterizacion, es el tratamiento térmico al que se someten los productos alimenticios,
consistente en una relacion de temperatura y tiempo que garantice la destruccién de
los microorganismos patdgenos y la inactivacion de algunas enzimas de los alimentos.
Se asume que durante la pasterizacion de la leche, también se mueren los
microorganismos involucrados en la generacion de los componentes del sabor de los
guesos artesanales, incluyendo los que no son patégenos, del grupo de las bacterias
acido lacticas (BAL) (Ayad et al., 2000) y las levaduras. Las BAL contribuyen a las
caracteristicas de sabor, olor y modifican texturas debido a la produccion del acido
lactico y otros compuestos como el diacetilo o acetaldehido, cominmente presentes en
alimentos fermentados y en el queso crema (Stiles y Holzapfel, 1997); durante su
crecimiento acidifican el alimento mejorando sus propiedades de conservacién debido a
los efectos bacteriostaticos del acido lactico (Melgar et al., 2013). El desarrollo de
nuevos cultivos iniciadores o inéculos para elaborar productos lacteos fermentados,
implica la identificacion y caracterizacion de la microbiota involucrada en el sabor, olor y
textura de quesos artesanales (Freitas y Malcata, 2000).

No existe informacion que haga referencia a cepas de cultivos lacticos iniciadores, ni
levaduras obtenidas de quesos artesanales elaborados en el Estado de Chiapas.

Al estudiar el queso crema tropical tradicionalmente fabricado con leche bronca en
Huimanguillo, Tabasco, se aislaron 20 cepas de BAL y se encontré que Lactobacillus
pentosus y L. fermentum, produjeron mas acidez (Ramos et al., 2009). En estudios

sobre queso crema tropical mexicano de la region de Tonala, Chiapas reportan alto



numero de bacterias coliformes fecales logio 7.65 ufc g* (Romero-Castillo et al., 2009),
mostrando su baja calidad sanitaria. Aunque otros estudios no registraron coliformes
(Villegas et al., 2011).

En relacion a la genuinidad y tipicidad de los quesos artesanales de Chiapas reportan
gue no hay diferencias sensoriales entre quesos regionales de Chiapas (Costa, Centro
y Norte) (Villegas et al., 2011). En quesos de la costa de Chiapas, Morales et al. (2011)
identificaron cepas de BAL resistentes a la sal, (Enterococcus faecium, Lactobacillus
pentosus, L. plantarum, Weisella thailandensis, Tetragenococcus halophilus, y L.
farciminis). La informacién de elaboracion del queso artesanal de Chiapas con leche
pasteurizada y BAL como cultivos iniciadores es escaza (Ramos et al., 2009). Ademas,
es posible que para elaboracion del queso tradicional, se necesiten levaduras, pues
ellas generalmente estan presentes en muchos de los quesos artesanales tropicales
con leche bronca, bajo pH y alta humedad como el Lben y Jben (Pacheco y Bucio,
2010), pues son importantes en el desarrollo de aromas (Roberts et al., 2005).

Existen muchos estudios orientados a caracterizar microbiota de quesos artesanales,
asi mismo, sobre la aplicacibn de cultivos para elaborar la versibn con leche
pasteurizada. Las metodologias sensoriales que se han usado para evaluar la utilidad
de los cultivos microbianos propuestos, son de tipo descriptivas, discriminativas y
afectivas. Sin embargo su empleo es limitante, pues generalmente los quesos
elaborados con leche pasteurizada son diferentes a los quesos elaborados con leche
cruda, ya que el sabor de estos ultimos es mas rico e intenso. Esto es debido a la
abundante flora microbiana nativa presente en la leche cruda y el ambiente quesero
gue generalmente se asocia con perfiles de compuestos volatiles mas complejos y
calificaciones mas altas en los atributos sensoriales (Montel, et al 2014).

Las pruebas sensoriales que se presentan en la literatura, se restringen a la
aceptabilidad y a la descripcion de los atributos sensoriales. Existe un nuevo método,
denominado Método del Perfil Ideal (IPM), que podria ser usado en la evaluacion
sensorial de cepas microbianas empleadas en la elaboracion de quesos. Este ultimo,
consiste en hacer una prueba Unica para recopilar informacién afectiva y descriptiva de
los consumidores. El fundamento de la prueba IPM, se basa en la percepciéon de los

consumidores, de lo cual depende el éxito de los productos en el mercado. Por lo



anterior, se le pide directamente al consumidor proporcione la informacion afectiva y

descriptiva sobre el producto evaluado (Varela and Ares, 2014).

2 OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Aislar, caracterizar e identificar bacterias acido lacticas y levaduras del queso artesanal
de Rayon Chiapas, evaluar su uso con leche pasteurizada y conocer las caracteristicas

fisicoquimicas y sensoriales.

2.2. Objetivos particulares
1.- Aislar y caracterizar bacterias acido lacticas (BAL) y levaduras del Queso Artesanal

de Rayon Chiapas.

2.- ldentificar bacterias acido lacticas (BAL) y levaduras del queso artesanal de Rayon

Chiapas.

3.- Inocular leche pasteurizada con bacterias acido lacticas (BAL) y levaduras aisladas
del queso artesanal de Rayon, Chiapas, para elaborar queso tipo artesanal con leche

pasteurizada y evaluar las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales.

3 HIPOTESIS
La utilizacién de BAL y levaduras autoctonas del queso artesanal de Rayon, Chiapas,
para elaborar quesos con leche pasteurizada, permite obtener quesos con las

caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del queso artesanal.



4 REVISION DE LITERATURA

4.1 . Definicién de queso

Es el producto obtenido por la coagulacion de la leche cruda o pasteurizada (entera,
semidescremada y descremada), constituido esencialmente por caseina de la leche
formando una masa prismatica con un contenido de humedad del 60 %
aproximadamente (Eck, 2000).

Queso es el producto fresco o madurado obtenido por coagulacién y separacion de
suero de cualquiera de los siguientes productos: leche, nata, leche desnatada (total o
parcialmente), suero de mantequilla o de una mezcla de cualquiera de ellos (Cenzano,
1992; Ordofiez, 1998).

4.2 . Tipos y clasificacion de los quesos.
El queso se produce a nivel mundial con muy diversas formas, sabores, aromas y
texturas se pueden contabilizar mas de 2000 variedades (Figura 1) y tipos (Fox et al.,
2000). En México se producen a nivel nacional 25 tipos de quesos (Cervantes et al.,
2008), no obstante la mayoria son frescos o de corta duracién, algunos con excelentes
propiedades para el fundido y desmoronamiento (Jiménez- Guzman et al., 2009). Los
criterios para clasificar los quesos son diversos (Tabla 1), pero se basan principalmente
en las condiciones del proceso y las caracteristicas fisicoquimicas propias del tipo de

queso.

Tabla 1. Clasificacion de los quesos

Por su contenido de humedad (%) Referencia
Duros Semi duros Blandos o suaves
20-42 44 - 55 55
Por el tipo de coagulacion

Scott et al., 1998

Dalgleish, 1999;  (Fox
et al., 2000;

Enzimatica Acida Acida/Térmica Gunasekaran y Ak, 2003

Por su estado de maduracién (Dias)
Frescos Semi Madurados Madurados McSweeney, 2004
6 40 >70




DE COAGULACION ACIDA

SUAVES

TIPOS DE QUESOS

DE COAGULACION ENZIMATICA

POR COMCENTRACION DEL SUERD

Gjetost
Myost
Primost

calentamiento del suera) o
De maduracion internz por
bacterias

De superficie madurada Madurados por hongos

Semi Duros
Duros Czerphilly
Semi-suaves M::_E:JDFDS Caciocavalla IMahon
Brick Grana Cﬁd:.ar Maonterey lack Hongos Hongos de
Bel Paese Parmesano Cheshire ) Internos superficie
Havarti Parmigianc Colby De Pasta Estirada Semi suaves Suaves
Limburguer Romano Gra\; Era Mozzarela Blue Brie
Munster Sabrinz Ras Provolone Danzblu Camembert
Oka Sardo Quesos con 0jos Caciocavalio Gorgonzola Coulommiers
Por du Salut Edam Suaves Roguefort Carre de I'Est
st Paulin E'?m?”f:a' En salmuera
Trappist :_SJ'ZC‘-' o en vinagre Duras
Talesgio (;—"D'Jda Damiati Stilton
Tilsiter ruyers Feta
Maasdam
Soft Samsoe
Liderkranz

Figura 1. Clasificacién natural de los quesos de acuerdo al agente de maduracion utilizado y su firmeza.
Fuente: (Gunasekaran y Ak, 2003).

De acuerdo a la clasificacion antes mencionada, el queso crema de Chiapas por su
contenido de humedad del 38 al 50 % se le puede clasificar como un queso blando o
suave; de coagulacidn enzimética puesto que se usa renina microbiana para la
formacion de la cuajada y por su estado de maduracion es un queso fresco ya que

normalmente se consume a los pocos dias de haber sido elaborado.

4.3 . Quesos artesanales

Los productos lacteos quesos y otros derivados lacteos autéctonos representan un
patrimonio muy importante para cada pais y una gran oportunidad de desarrollo de las
areas rurales (Terzic-Vidojevic, 2014).

Durante la fabricacion tradicional, los quesos se producen sin control de la biota de la
leche, la variacion constante de ésta en cantidad y calidad, da lugar a que los

resultados sean siempre variables. La sustitucion de la microbiota autdctona por cepas



seleccionadas permite obtener una calidad méas uniforme en la produccidon quesera. La
mayoria de los quesos artesanales se elaboran con leche cruda sin la adicion de
cultivos iniciadores y por ello en ocasiones se presentan problemas para la salud. Para
promover los quesos artesanales, es necesario tener practicas de manufactura
estandarizadas y conocer las caracteristicas (microbiologicas, fisicoquimicas vy
sensoriales) del producto final (Freitas y Malcata, 2000). La busqueda y obtencion de
cepas con caracteristicas tecnoldgicas como buena actividad acidificante, proteolitica y
capacidad de sobrevivir en productos lacteos, podria facilitar el desarrollo de los
procesos de fabricacion, manteniendo homogéneas las caracteristicas sensoriales de

los quesos y otros productos lacteos fermentados (Hayaloglu et al., 2005).

4.4 .Queso Chiapas
El queso artesanal de Chiapas, también conocido cominmente como queso doble
crema, pertenece al grupo de quesos de pasta blanda, fresca y prensada. Se elabora
con leche bronca de vaca, entera o parcialmente descremada (Figura 2) y presenta
una vida de anaquel que puede prolongarse hasta varios meses, en refrigeracién. En el
mercado, este queso se presenta en piezas pequefias de formato prismatico-
rectangular y cilindrico-plano; por su presentacion, su peso oscila entre 250 a 1000 g
aproximadamente. La pasta del queso artesanal de Chiapas, es altamente
desmineralizada debido a un prolongado cuajado enziméatico, que dura varias horas a
temperatura ambiente. El producto final se muestra como una pasta blanquizca o
ligeramente amarilla, con consistencia blanda o friable pero facilmente desmoronable.
Su sabor acido y salado es agradable; este queso se fabrica para consumirse en
fresco, es decir, durante los primeros tres a cuatro dias posteriores a su elaboracion,
debido mas bien a una comercializacién tardada, frecuentemente termina por ser
madurado. Por eso se dice que sufre una maduracion involuntaria hasta de varios

meses (Villegas et al., 2003).



Recepcion leche
cruda caliente

Adicion de cuajo

Corte (Rallado)

Levantado de la
cuajada

AmasadolAfinado!
Salado

Moldeado

[ Conservacion ]

Promedio de edad de la leche: 4 horas (£2).

Tiempo promedio 2 horas (+2), hasta alcanzar de 20 a 22 °D.

Cuajo liquido (enzimatico) de 25 a 100 ppm.

El gel se corta con espadas de madera, machetes, cuchillos o
agitadores. Tratando de hacer cuadros de 7 a 20 cm por lado.

La cuajada se deja reposar por un tiempo promedio de 12.3
horas (+ 2.2).

Se hace en bolsas de rafia, tela o plastico.

Por extruido de pasta a través de zaranda (malla de plastico),
adicionando sal fina del 3 al 4 % (p/p).

Moldes de madera fina y de acero inoxidable.

Con piedras y prensas (madera y metal).

En region Norte y Centro-Frailesca, solo se envuelve con pelicula
pldstica transparente. En regidn costa con pelicula plastica, papel
aluminio y celofan (de adentro hacia afuera).

En regidn Norte y Centro-Frailesca en refrigeracion. En regidn costa a
temperatura ambiente.

Figura 2. Diagrama general para la elaboracion del Queso Crema de Chiapas. Fuente: Villegas et al.

(2011).

4.5. Analisis de la Composicion quimica del queso.

La composicién promedio del queso crema de Chiapas de acuerdo con Villegas et al.

(2011), esta indicada por las variables de la (Tabla 2), que son principalmente

Humedad con un intervalo de 38 a 50 % (que lo clasifica como un queso de humedad

baja a media), grasa, proteina, cenizas, calcio y una cantidad de sal (NacCl)
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relativamente alta (con un intervalo de 2.7 a 4.5 %). Estos parametros pueden
presentar variaciones, mismos que son influenciados principalmente por los

procedimientos de elaboracion, asi como por la composicién de la leche.

Tabla 2 Composicion quimica del queso crema de Chiapas.

VARIABLES PORCENTAJE
Humedad 38.22-49.68
Grasa 23.09 - 33.95
Proteina 15.48 - 23.37
Cenizas 2.16-9.01
Calcio 0.09-0.2
NacCl 2.69-4.48

4.6. Microorganismos en la leche y los quesos.

La leche, por su propia naturaleza, es un medio rico para el crecimiento de
microorganismos y es reconocido como un producto alimenticio altamente perecedero
por ser muy susceptible a la contaminacién microbiana. Los microorganismos de la
leche sin refrigeracion, proliferan rdpidamente. Por lo tanto, la calidad microbioldgica
inicial de la leche puede variar enormemente. Existen tres fuentes basicas de
contaminaciéon microbiana de la leche: (1) desde el interior de la ubre, (2) desde el
exterior de los pezones y de la ubre, y (3) a partir del ambiente, como las heces y el
equipo de almacenamiento. Uno de los nutrientes de la leche mas rapidamente
utilizados es la lactosa, favoreciendo el crecimiento de microrganismos fermentadores
de la lactosa, entre estos, varios coliformes como Escherichia coli y las BAL. Estos
ultimos, a diferencia de los coliformes, no son patdgenos. Las BAL estan presentes
naturalmente en la leche cruda y productos lacteos crudos. Debido a su metabolismo,
las BAL son los principales microorganismos responsables de la acidificacion de la

leche y el queso, adicionalmente muchas especies de BAL juegan un papel muy



importante en los procesos de maduracion de los quesos, especialmente porque le
imparten sabor, aroma y consistencia (Terzic-Vidojevic, 2014).

En la fabricacion de un queso tradicional, Escherichia coli y las BAL, se transfieren de
un lote previo a un lote nuevo mediante la adicion del suero de leche. La seleccion
natural de la flora benéfica de la leche, como los Lactobacilos, Estreptococos y
Lactococos, ocurre naturalmente en el proceso de fermentacion, favoreciendo la
disminucion de la carga microbiana patdégenos (D'Amico, 2008). En la optimizacion del
proceso de fabricacibn de quesos, la adicion directa de BAL seleccionadas y
empleadas como cultivos iniciadores en la leche pasteurizada, es una practica comun
en varios paises (D'Amico, 2008).

El proceso de fermentacion de los productos lacteos es diferente de una regién a otra,
dependiendo de la microflora autoctona local, misma que se ve afectada por las
condiciones ambientales de cada regién geogréfica. Lo anterior, limita el uso de cultivos
iniciadores universales, por lo tanto, una solucion racional es la seleccién de cultivos
iniciadores a partir de la microflora autdéctona que puede ser utilizada exitosamente en

la industria lactea local (Terzic-Vidojevic, 2014).

4.6.1. Bacterias acido lacticas (BAL).

Las BAL forman un grupo de bacterias Gram-positivas, no moviles, que no forman
esporas, y con forma de bastones o cocos. Fermentan carbohidratos y alcoholes
superiores en acido lactico, principalmente. Son oxidasa negativa y catalasa negativa
(Stiles y Holzapfel, 1997). Los géneros importantes en los productos lacteos son
Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus, Lactococcus (Walstra et al.,, 2001). Una
caracteristica importante utilizada en la diferenciacion de los géneros BAL, es el modo
de fermentacioén de la glucosa en condiciones estandar, es decir, sin limitaciones en las
concentraciones de glucosa y en los factores de crecimiento (aminoacidos, vitaminas y
precursores de acidos nucleicos) y con limitaciones en la disponibilidad de oxigeno. En
estas condiciones las BAL se pueden dividir en dos grupos: el homofermentativo, con la
conversibn de la glucosa en casi cuantitativamente a acido lactico y el
heterofermentativo, con la fermentacion de glucosa a &cido lactico, etanol, acido
acético y CO2. En la practica, una prueba para la produccion de gas a partir de glucosa
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distinguira entre los grupos (Axelsson, 2004). Dos principales vias de fermentacion de
azucar se pueden distinguir entre las bacterias acido lacticas. La glucolisis (via Embden
- Meyerhof - Parnas) resulta casi exclusivamente en acido lactico como producto final
en condiciones estdndar, y el metabolismo se refiere a la fermentacion como
homolactica. La ruta 6 - fosfogluconato / fosfocetolasa resulta en la produccion de
cantidades significativas de otros productos finales tales como etanol, acetato, CO2y
ademas al acido lactico, y el metabolismo se refiere a la fermentacibn como
heterolactica. La clasificacion de las bacterias del acido lactico en diferentes géneros se
basa principalmente en la morfologia, el modo de la fermentacién de la glucosa, el
crecimiento a diferentes temperaturas, la configuracién del acido lactico producido, la
capacidad de crecer a altas concentraciones de sal, y tolerancia al acido o alcalino. La
actual taxonomia se basa en parte en verdaderas relaciones filogenéticas las cuales
han sido reveladas por un extenso trabajo sobre la determinacién de secuencias de
rRNA. Algo de los géneros recientemente descritos se determinan mas facilmente con
sondas de oligonucledtidos, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) basado en
tecnologias de uso de estas secuencias, o directa secuenciacion del gen 16S rRNA. La
mayoria de los géneros en la forma de grupo filogenéticamente grupos distintos, pero
para algunos, en particular, Lactobacillus y Pediococcus, la filogenética de racimos no
se correlacionan con la clasificacion actual basado en caracteres fenotipicos (Figura 3).
Nuevas herramientas para la clasificacion e identificacion de ALB estan actualmente
reemplazando y / o son complementarias a las metodologias basadas en el fenotipo
tradicionales. El mas prometedor para uso rutinario son secuenciacion genética del 16S
rRNA, técnicas de toma de huellas dactilares basadas en PCR y patrones de proteinas
solubles. Las BAL pueden soportar un pH bajo, porque cuando se cultivan en un medio
acidificado, mantienen el pH del citoplasma mas alto que el del medio de cultivo
(Kashket, 1987). Su pH interno superior se mantiene bombeando protones (iones H +)

al exterior a través de ATPasas (Walstra et al., 1999).
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A continuacién se mencionan algunos géneros

Lb. delbrueckii group

Weissella
Lb.casei-
Leuconostoc Pediococcus
group
Oenococcus
Tetragenococcus Lacto-
Vago- coccus

coccus

Entero-
coccus
Strepto-

Carno- coccus

bacterium

Bacillus
Staphylococcus
Aero- Listeria

COCCus

Figura 3. Bacterias lacticas y otros géneros cercanos. Fuente: (Axelsson, 2004)

4.6.2. Género Leuconostoc

El género Leuconostoc se definié previamente como una BAL heterofermentativa, con

forma de coco que produce solo D-acido lactico a partir de glucosa y sin producir

amoniaco a partir de arginina. Los leuconostocs fueron asi separados de otros cocos

de BAL por su metabolismo heterofermentativo y de lactobacilos heterofermentativo por

la morfologia y algunos rasgos clave. A veces es facil confundir Leuconostoc con

algunas "barras cocoides" de los lactobacilos heterofermentativos. Leuconostocs

pueden formar cantidades significativas de diacetilo a partir del citrato en la leche, y

algunas especies, principalmente L. mesenteroides subsp. cremoris, se han utilizado en

la industria lactea para este propasito.
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4.6.3. Género Lactobacillus

El género Lactobacillus es el mas numeroso de los géneros incluidos en BAL. También
es muy heterogéneo, y abarca las especies con una gran variedad fenotipica,
bioquimica, y propiedades fisiolégicas. La (Tabla 3) muestra un resumen de las
caracteristicas utilizadas para distinguir entre los tres grupos y algunas de las especies
mas conocidas se incluyen en cada grupo. Los base fisioldgica para la division es

(generalmente) la presencia o ausencia de enzimas clave del metabolismo del azlicar

homo y heterofermentativos, fructosa-1,6-difosfato aldolasa y fosfocetolasa,
respectivamente.
Tabla 3 Clasificacién del género de Lactobacillus.
Grupo |, Grupo I, Grupo lll,
homofermentativos heterofermentativos heterofermentativos
obligados facultativos obligados
Fermentacién de la
- + -
pentosa
Produccion de CO; a
- - +
partir de glucosa
Produccién de CO; a
- +a +a
partir de gluconato
Presencia de FDP
+ + -
aldolasa
Fosfoketolasa - +b +
Lb. acidophilus Lb. Lb. casei Lb. Lb. brevis Lb.
delbru“ckii Lb. curvatus Lb. buchneri Lb.
helveticus Lb. plantarum Lb. sakei fermentum Lb. reuteri
salivarius

(a) Cuando fermentd; (b) Inducible por pentosas.
Fuente: (Axelsson, 2004).

Las clasicas vias para distinguir entre especies de lactobacilos han sido el patron de
fermentaciéon de azucares, la configuracion del acido lactico producido, la hidrolisis de
arginina, los requerimientos de crecimiento y finalmente el crecimiento a diferentes
temperaturas. El género Lactobacillus comprende mas de 50 especies (Melgar et al.,
2013).
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4.6.4. Levaduras

Las levaduras son organismos eucariotas, ubicados en el reino de los hongos,
las cuales juegan un papel esencial en la preparacion de determinados productos
lacteos fermentados como el kéfir, o los quesos de leche cruda derivados de kéfir y en
la maduracion de muchos quesos (Viljoen, 2001). El elevado niamero de levaduras en
algunos productos lacteos acidificados puede atribuirse a su capacidad para tolerar
bajos niveles de pH, de actividad de agua y de temperaturas (5° C) asi como para
asimilar lactosa y &cidos organicos (&cido succinico, lactico y citrico) y tolerar altas
concentraciones de sal y productos de limpieza y desinfectantes (Fadda et al., 2004). El
predominio y crecimiento de algunas especies de levaduras se ha relacionado con el
proceso de maduracion debido a su capacidad para producir proteasas extracelulares y
lipasas (Fleet y Mian, 1987). Debido a que la levadura se recupera al final de la etapa
de maduracion, se considera que juegan un papel secundario en el desarrollo del
aroma en el queso jben, producto de bajo pH y alto contenido de humedad, en
Marruecos (Benkerroum y Tamine, 2004).
Las investigaciones sobre la composicion de la flora de levaduras, indican, una gran
diversidad de especies pertenecientes a los géneros Candida, Yarrowia,
Debaryomyces, Cryptococcus, Trichosporon, Zygosaccharomyces, Geotrichum,
Kluyvero-myces, Rhodotorula, Saccharomyces y Torulaspora. La obtencién de
levaduras (por ejemplo 10° y 10° UCF/g) de los quesos y su habilidad para la hidrolisis
de la grasa y proteinas de la leche sugieren que estas influyen en las caracteristicas
organolépticas de los quesos. La funcion de las levaduras (Tabla 4) durante la
produccién del queso y su influencia en la calidad no ha sido muy explorada. La
prevalencia de algunas especies de levaduras va a depender del tipo de queso; la
especie comunmente encontrada en todos los tipos de quesos es Debaryomyces
hansenii, debido a su habilidad para crecer en presencia de sal, a bajas temperaturas,
metabolizar acido lactico y acido citrico; adicionalmente produce actividad proteolitica y
lipolitica contribuyendo a los procesos de maduracion de los quesos (Capece y
Romano, 2009).
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Tabla 4. Géneros de levaduras encontrados en quesos.

QUESO EN LOS

GENEROS QUE SE ATRIBUTOS CARACTERISTICAS | REFERENCIAS
PRESENTA.
Crece en presencia
Es la levadura Produce de sal, a bajas
mas abundante componentes del | temperaturas, bajos
en quesos. aroma, factores pH y baja aw. Con
Limburger, para el presencia de .
Eaert]):gﬁmyces Tilsitter, Port crecimiento actividad proteolitica P””'nfgeé get al,
Salut, Trappist, microbiano. y lipolitica.
Brick y Danish Contribuye al Es un fuerte usuario
Danbo, Gouda proceso de de acido lactico y
fermentacion metaboliza acido
citrico.
Crecen en quesos
con ambientes de
Queso Gouda en | | i6n d
Kluyveromyces las primeras Fermenta la alta co_ncentram_o nde .
. lactosa y produce | sal, bajo pH, bajos Viljoen, 2001
marxianus semanas de X . .
-, esteres primarios | contenido de
maduracion.
humedad y
temperatura
Crecen en quesos
Produce con ambientes de
. . i6 Viljoen, 2001,
Yarrowia lipolytica, Queso Gouda, compuestos alta copcentramp n de )
; oy sal, bajo pH, bajos Kamura et al,
Stilton volatiles g
Sulfurosos contenido de 2004
humedad y
temperatura
Contribuye
positivamente a los | Jakobseny
Torulaspora CE:?] e(;équeso Produce procesos de | Narvhus, 1996;
delbrueckii eddar como compuestos fermentacion Y | Welthagen et
contaminante sulfurosos maduraciéon de los

productos lacteos.

al, 1999

4.7. Cultivos de microorganismos para elaborar quesos.

Los cultivos lacticos, conocidos también como fermentos, se utilizan en la elaboraciéon

de yogurt, y otros productos acidificados o fermentados como algunas variedades de

gueso. Los fermentos se afiaden al producto y se dejan crecer en él bajo condiciones

controladas. En el transcurso de la fermentacién las bacterias producen sustancias que

dan al producto fermentado sus propiedades caracteristicas tales como acidez, pH,

sabor, aroma y consistencia. La caida del pH, que se produce cuando las bacterias

fermentan la lactosa y dan lugar a la produccién de acido lactico, tienen un efecto

conservador sobre el producto, al mismo tiempo que mejoran su valor nutritivo y su

digestibilidad (Pacheco y Bucio, 2010, Bylund, 2003).

14




Los diferentes productos lacteos acidificados tienen caracteristicas distintas y utilizan
fermentos distintos para su fabricacion. Los cultivos se pueden clasificar de acuerdo
con sus temperaturas Optimas de crecimiento: bacterias mesofilas, con temperaturas
optimas entre 20 y 30 °C, y bacterias termdfilas, con temperaturas Optimas de
crecimiento de 40 a 45 °C. También se pueden clasificar por el nUmero de cepas que
contiene; Simple cepa, multiples cepas (Bylund, 2003). Las principales funciones de los
cultivos microbianos iniciadores o fermentos en los productos lacteos se pueden

resumir como se indica en la (Tabla 5).

Tabla 5. Funciones de los cultivos microbianos iniciadores.

Funciones Beneficios

Para el producto debido a una fermentacién que resulta
en una vida util mas larga y una mayor seguridad; la
produccion de bacteriocinas, también puede tener usos
potenciales como conservantes de alimentos.

Biopreservacion

Para mejorar las propiedades sensoriales percibidas del
producto debido, por ejemplo, para la produccion de
acidos orgéanicos, compuestos carbonilo y la hidrélisis
parcial de las proteinas y/o grasas.

Sensoriales

Para mejorar las propiedades reoldgicas (es decir, la
viscosidad y la firmeza) del producto, y en algunos

Reoldgicas casos fomentar la produccibn de gas (es decir,
formacién de los ojos en el queso) o color (moho blanco
y azul o rojo frotis).

Contribuir a las propiedades dietéticas funcionales de
Nutricionalmente los alimentos al incorporar proteinas mas digestibles,
como ocurre con el uso de microfloras probio6ticos.

Las industrias lacteas compran fermentos de laboratorios especializados. Estos
laboratorios ponen mucho esfuerzo en investigacion y desarrollo para conseguir los
cultivos especiales mas adecuados para obtener cada producto. Las industrias lacteas
pueden comprar cultivos comerciales segun distintas presentaciones: liofilizados y
congelados. Los liofilizados son concentrados de cultivos en forma de polvo para la
propagacion como cultivo industrial. Los congelados son también un concentrado para

propagacion (Bylund, 2003).
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En las dos ultimas décadas, las BAL han recibido mucha atencion, particularmente los
géneros utilizados como cultivos iniciadores, debido a su gran importancia comercial.
Las investigaciones se enfocan en aislar nuevas cepas con el fin de estudiar sus
potencialidades como cultivos iniciadores. Es un hecho que las cepas iniciadoras
influyen notablemente en los cambios quimicos, bioquimicos y sensoriales que ocurren
durante la maduracion de los quesos y el uso de diferentes bacterias iniciadoras
produce diferencias significativas en la calidad de los quesos. Una fuente inagotable de
cepas la constituye los productos artesanales, en especial los quesos (Hayaloglu et al,
2005).

La naturaleza de la fermentacion de los productos lacteos es diferente de una region a
otra dependiendo de la micro flora nativa local que se ve afectada por las condiciones
ambientales en cada region geografica, limitando el uso de cultivos iniciadores
universales; una solucion racional es la seleccion de cultivos iniciadores de micro flora
nativa que puede ser utilizada exitosamente en la industria lactea local (Terzic-
Vidojevic, 2014).

4.7.1. Cultivos iniciadores.

Un cultivo iniciador puede ser definido como una preparacion o material que contiene
una gran variedad de microorganismos. Los cuales pueden adicionarse para acelerar
un proceso de fermentacién. Siendo adaptada a los sustratos, un iniciador tipico facilita
el control del proceso de la fermentacion y la predicibilidad de sus productos.
Adicionalmente, los cultivos iniciadores facilitan el control sobre la fase inicial del
proceso de fermentacion (Holfzapfel, 1997).

En base a la composicion, los cultivos iniciadores pueden clasificarse en:
1. Cultivos iniciadores simples.
Cada iniciador se compone de un cultivo puro de un solo tipo de bacterias.

2. Cultivos iniciadores multiples.
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Se compone de una pequefia mezcla definida de cultivos puros, algunas veces estan
constituidos hasta por seis cepas de diferente tipo de bacterias o seis diferentes cepas

de un tipo de bacterias.

3. Cultivos de mezclas de cepas.

Por ejemplo iniciadores naturales, consisten en una mezcla indefinida de cepas de
diferentes tipos de bacterias, la composicion de este tipo de iniciadores, esta basado en
un equilibrio entre varias bacterias iniciadoras y su cambio considerable durante el uso.
En queseria, un iniciador es un cultivo de microorganismos cuyo crecimiento en la
leche o cuajada produce con su actividad metabdlica, la maduracion del queso. La
mayoria de los iniciadores en queseria son cultivos controlados de Lactococcus lactis
subsp. Lactis y cremoris. Las enzimas de los iniciadores bacterianos, vivos 0 muertos,
provocan la degradacion de los diversos componentes de la leche, permitiendo la
produccion de precursores de toda una serie de sustancias que son las responsables

de la textura, el sabor y el aroma del queso (Scott, 1998).

4.7.2. Bacterias acido lacticas no iniciadoras (BAL-NI).

Muchas veces la fabricacidbn de quesos artesanales por granjeros 0 microempresas
familiares, lo realizan con las BAL que estan presentes de manera natural en la leche;
los quesos fabricados con leche sin pasteurizar y siguiendo los procedimientos
tradicionales de manufactura pueden contener una diversa y rica microflora, de la cual
dependera la calidad de ellos, adicionalmente, la biodiversidad de las bacterias
involucradas puede considerarse el factor fundamental para la conservacion de las
caracteristicas tipicas de los productos de queseria tradicionales (Demarigny et al.,
1997). Aunque las BAL-NI son aisladas a partir del queso, la mayoria de ellas son
inactivadas por la pasteurizacion, su presencia en quesos fabricados con leche
pasteurizada se puede deber a contaminacion después de la pasteurizacion (Martley y
Crow, 1993).
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4.8. Evaluacion sensorial.

La Evaluacion Sensorial es un procedimiento muy usado para medir los atributos
sensoriales de los materiales relativamente reciente; nacié durante la segunda guerra
mundial, ante la necesidad de establecer las razones que hacian que las tropas
rechazaran en gran volumen las raciones de campafna. El hecho aparecia insolito e
inesperado: las dietas estaban perfectamente balanceadas y cumplian los
requerimientos nutritivos de los consumidores; pero éstos las rechazaban; una
herramienta muy valiosa para investigar estas causas ha sido la Evaluacion Sensorial
(Stone et al., 2012).

El anadlisis sensorial es una ciencia multidisciplinaria en la que se utilizan panelistas
humanos que utilizan los sentidos de la vista, olfato, gusto, tacto y oido para medir las
caracteristicas sensoriales y la aceptabilidad de los productos alimenticios, y de
muchos otros materiales. No existe ningun otro instrumento que pueda reproducir o
reemplazar la respuesta humana; por lo tanto, la evaluacidén sensorial resulta un factor
esencial en cualquier estudio sobre alimentos. El analisis sensorial es aplicable en
muchos sectores, tales como desarrollo y mejoramiento de productos, control de
calidad, estudios sobre almacenamiento y desarrollo de procesos (Watts et al., 1992).
La evaluacién sensorial es la disciplina cientifica que se enfoca en evocar, medir,
analizar e interpretar las reacciones a los estimulos (caracteristicas de los alimentos y
materiales) percibidos a través de los sentidos de la vista, olfato, gusto, tacto y oido
(Stone et al,. 2004).

La calidad sensorial de un queso, es la expresion de muchos factores relacionados con
sus condiciones de produccion, la tecnologia de elaboracion de los quesos y la
composicién microbiolégica y bioquimica de la leche son criticos, y que dependen del
manejo animal, la alimentacion, la genética y el estado filolégico que incluso juegan un
rol crucial, principalmente para productos donde los materiales crudos son modificados

como los quesos de leche cruda (Coppa et al., 2011).

4.8.1. Tipos de pruebas sensoriales
Dentro de las pruebas analiticas, existen tres tipos principales de pruebas para realizar

un andlisis sensorial (Tabla 6). Las pruebas afectivas, las discriminativas y las
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descriptivas; se elegiran unas u otras dependiendo del objetivo que se pretenda

alcanzar en un determinado estudio (Gutiérrez, 2000).

4.8.2. Pruebas afectivas
Las pruebas empleadas para evaluar la preferencia, aceptabilidad o grado en que
gustan los productos alimentarios se conocen como “pruebas orientadas al

consumidor” “pruebas heddnicas” (Deliza y Abreu, 2011).

4.8.3. Pruebas discriminativas

Las pruebas empleadas para determinar las diferencias entre productos o para medir
caracteristicas sensoriales se conocen como “pruebas orientadas al producto”. Como
ejemplo, se tienen las pruebas: triangular, duo-trio, A-No A, Igual/Diferente, n-AFC,
entre otras (Gutiérrez, 2000).

4.8.2. Las pruebas descriptivas

Las pruebas descriptivas son aquellas en que los panelistas deben evaluar la
intensidad de varias caracteristicas de la muestra. En estas pruebas, los panelistas
entrenados hacen una descripcion sensorial total de la muestra, incluyendo apariencia,
olor, sabor, textura y sabor residual. Hay muchos tipos de pruebas descriptivas dentro
de las que se incluyen, el Perfil de Sabor y el Perfil de Textura (Stone et al., 2012); y el

Analisis Descriptivo Cuantitativo (Stone et al., 1980).
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Tabla 6. Ejemplos de tipos de pruebas sensoriales.

Tipo de prueba Prueba Ventajas Desventajas Referencia
Triangular
No permiten
identificar que
Indican si existe tratamiento puede
diferencia eventualmente
Discriminativas erceptible entre utilizarse para Deliza y
Duo o Trio. gos i pos de elaborar quesos Abreu, 2011
P con leche
productos. :
pasteurizada
Es aplicable a
todas las No permiten
propiedades dentificar
Analisis sensoriales de referencias entre Lawless and
Descriptivas cuantitativo los alimentos. Itoratamientos No Heymann,
descriptivo (QDA) | Permite obtener | . . oo 2010
un perfil indica el nivel de
sensorial del agrado.
producto
Indican la
preferencia,
Pruebas aceptabilidad o
orientadas al grado en que
consumidor gustan los .
productos Reqme,ren de un
. alimentarios gran numero de Stone et al.,
Afectivas - respuestas y los
Permiten . 2012.
determinar las panelistas no son
Pruebas diferencias entre expertos.
orientadas al productos o
producto miden
caracteristicas
sensoriales

Un nuevo método es el IPM (Ideal Profile Method) que consiste en hacer una sola
prueba para recopilar informacién afectiva y descriptiva de los consumidores. La idea
parte de que de los consumidores depende el éxito de los productos en el mercado, por
lo que se les pide directamente hacer ambas tareas. El consumidor entonces
proporciona los perfiles sensoriales y las puntuaciones que gustan de los productos

(Figura 4). Este procedimiento tiene la ventaja de que la informacion de la percepcién y
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las pruebas afectivas estan directamente relacionados (Varela and Ares, 2014). El IPM
es una metodologia sensorial en la cual:
- Los consumidores valoran la intensidad del producto tanto en su percepcion e ideal de

manera alternativa, para una lista de atributos utilizando la misma escala.

- Los consumidores valoran los productos en el gusto general.

En este sentido, es una mezcla de analisis descriptivo cuantitativo (como QDA) y
Escalamiento Just — About - Right (JAR) excepto que:

- En comparacion con QDA, se obtienen los perfiles sensoriales de los productos de los

consumidores;

- En comparacion con los JAR, las puntuaciones ideales se describen explicitamente.

¢Que tan dulce es esta muestra?
Ninguno Mucho
.4

¢Cual es su nivel ideal o preferido de dulzor para esta muestra?

Ninguno Mucho
b4

¢Qué tan amarga es esta esta muestra?

Ninguno Mucho
X
¢ Cual es su nivel ideal o preferido de amargor para esta muestra?
Ninguno Mucho
X

Figura 4. Ejemplo de aplicacion del método IPM (Varela y Ares, 2014).

4.9 Analisis de textura.

En alimentos la textura es generalmente definida como un conjunto de elementos que
no involucran los sentidos del olfato y el sabor, que proporcionan las propiedades que
podemos percibir como apretar, escuchar y tocar como contribuyentes de la textura

colectiva de alimentos (Foegeding y Drake, 2007).
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La textura de un producto alimenticio abarca "Todos los atributos reolégicos y
estructurales (geométricas y superficiales) del producto perceptible por medio de la
mecaénica tactil, y en su caso visual y receptores auditivos”. Los atributos de textura de
los alimentos juegan un papel importante en la atraccion de los consumidores, tales
como las decisiones de compra y el consumo final (Gunasekaran, 2002).

Las propiedades reologicas y mecanicas de los quesos, son los estimulos
predominantes que afectan la percepcion de textura durante los procesos de
masticacion y degradacion que ocurren en la boca; otras caracteristicas texturales
especialmente aquellas que estan relacionadas con la superficie y caracteristicas
estructurales como la cremosidad, esponjosidad y mantecosidad pueden jugar un rol

definitivo al percibir la textura de diferentes tipos de quesos (Bayarri, 2012).

4.9.1 Medicion de textura

Las técnicas de medicion de textura se pueden agrupar en subjetivas o instrumentales.
Las mediciones subjetivas o evaluacion sensorial se hacen por la formacion de un
panel de degustacion. Los métodos instrumentales se pueden agrupar en tres
categorias (Scott-Blair, 1958): empiricas, imitativas, y fundamentales. Ninguno de los
métodos en cada una de las categorias anteriores pueden ser los mas adecuados para
la medicién de textura de los alimentos. Bourne (1975) sugirié que una prueba ideal de
textura medida puede incluir algin aspecto de métodos empiricos, imitativos, y
fundamentales.

Las mediciones empiricas son aquellas pruebas que tienden a relacionar una variable
medida con una propiedad del material (Rosenthal, 1999). Las pruebas de puncion,
penetracion y compresion son buenos ejemplos de mediciones empiricas. Los métodos
imitativos, incluyen sistemas de medicion que se utilizan para hacer mediciones
mecanicas. Intentan imitar mecanicamente la evaluacion sensorial de los evaluadores
humanos. De hecho, cuando se utiliza el ensayo instrumental imita la accion humana y
con ello podrian desarrollarse, modelos mas precisos de los atributos de textura de
alimentos (Szczesniak, 1987). El andlisis de perfil de textura (TPA) pertenece a este
grupo. Algunas de las pruebas fundamentales que se utilizan popularmente para la

evaluacion de la textura incluyen |, pruebas de compresion uniaxial, flexion y torsion.
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4.9.2 Analisis del perfil de textura

El andlisis del perfil de textura (TPA) fue desarrollado originalmente en el Centro
Técnico de General Foods Corporacion en la década de 1960 (Friedman et al., 1963).
La prueba original TPA ha realizado mediante el texturometro de General Foods (GFT)
gue comprime la muestra de alimento en dos deformaciones sucesivas mediante el uso
de un émbolo de punta plana. Para imitar la accion de molienda de la mandibula, el
émbolo viaja a velocidad constante, hasta llegar a una parada momentanea en ambos
extremos de la trayectoria de desplazamiento (Friedman et al., 1963).

Szczesniak (1963) clasifica las caracteristicas texturales de los alimentos como:
mecdénica, geométrica, y otras. Las propiedades mecanicas se agruparon
posteriormente en primarias (dureza, cohesion, la viscosidad, elasticidad y adhesividad)
y secundarias (fragilidad, masticabilidad, y gomosidad). Las propiedades geométricas
son las relacionadas con el tamafio y la forma y las demas propiedades son las
relativas al contenido de humedad y contenido de grasa (por ejemplo, grasa y
untuosidad) del producto. Esta clasificacion pretende ser utilizado con ambas
mediciones sensoriales e instrumentales de textura para ayudar a reducir la brecha
entre estas. Brandt et al. (1963) desarrollaron un " procedimiento de evaluacion de

textura ", basada en la clasificacion anterior, tal como se presenta en la (Figura 5).
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Residual
(Cambios durante
la masticacién)

Rango de fractura

Tipo de fractura

Recubrimientoen
boca

Absorcion de
humedad

— Mecanico Dureza Viscosidad Fragilidad
Inicial
(Percibidoen la
primer mordida) . Cualquier factor dependiendo
Geometrico
de la estructura del producto
I I I I
- : Mecanico Gomosidad Masticabilidad Adhesividad
Masticatorio
(Percibido durante
la masticacion) o Cualquier factor dependiendo
Geométrico
de la estructura del producto

Figura 5. Procedimiento original para evaluar la textura de los alimentos Fuente: (Gunasekaran y Ak.
2003).

Bourne (1968) adapto el TPA, realizado mediante el GFT, a las maquinas universales
de ensayo disponibles comercialmente (UTM, Figura 6). Por lo tanto, la prueba de TPA
actual es esencialmente un ensayo de compresion uniaxial.

Las principales diferencias entre la prueba de TPA y ensayo de compresion uniaxial
son: (a) a diferencia de las pruebas de compresion, la prueba de TPA se lleva a cabo
sometiendo una muestra cilindrica a una de dos etapas de compresion. La primera
etapa de compresion, conocido como el " primer bocado ", es seguido por una segunda
etapa de compresion, el "segundo bocado". Este es simular a las dos primeras
mordeduras tomadas durante la masticacion de la comida. Las dos etapas de
compresion pueden estar separados por un tiempo opcional de espera; y (b) la
deformacion utilizada en la prueba TPA es a menudo 70 % o mas. Para imitar la accion
de mascar mas de cerca, Bourne (2002) sugirid incluso un 90 % de compresion. Los
ensayos de compresion uniaxial se terminan en o antes del colapso macroscopico de la
muestra. Aunque se puede producir una cantidad considerable de descomposicion

estructural durante los primeros dos bocados de la masticacion Rosenthal (1999)
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observd que en pruebas como la de dos mordeduras TPA, se experimentan mas de
cerca otros atributos sensoriales del momento de la degluciéon que no son evaluados.

Una prueba de TPA tipica realizada con un UTM genera un perfil fuerza-tiempo como
se muestra en la figura 6. La escala de tiempo en el eje x se puede convertir en la
velocidad de deformacion. Muchos de los parametros texturales que se determinaron a
partir de la curva TPA son: dureza, cohesividad, adhesividad, gomosidad, elasticidad, y
fracturabilidad. Estos términos se definen en la tabla 7, junto con las adecuadas
dimensiones y unidades del Sistema Internacional (SI) para cada término. Estas
definiciones son las mismas que las de Friedman et al. (1963), excepto como se
calculan las zonas Al y A2. Friedman et al. (1963) utilizaron las areas bajo las curvas
de esfuerzo- deformacién, las dos porciones de compresion y de abstinencia de
primero y segundo bocado. Las areas A1W y A2W, durante la retirada de la primera y
segunda mordedura, respectivamente, estan sombreadas en la (Figura 6) y no son
incluidas en los célculos propuestos por Bourne (1968). Esto afecta a los calculos de

cohesién, masticabilidad y gomosidad.

] ]
Primera mordida i i Segunda mordida
- 1 T : |
i | I I .
Pri ' I | ' [
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Figura 6. Esquema de analisis de perfil de textura fuerza-tiempo (o deformacion). Fuente: (Gunasekaran
y Ak. 2003).
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En la (Figura 6) se aprecia claramente el esquema de un tipico andlisis de perfil de
textura fuerza-tiempo (o deformacién) Curva con base en dos mordidas (Al , A2 y A1W
, A2W son areas bajo las porciones de compresion y de abstinencia de la primera
mordida y la curva de segunda mordida, respectivamente; A3, d3 es el area de la
fuerza negativa durante la primera retirada y la distancia de recorrido de la cruceta
correspondiente, respectivamente; P1, P2 y dl, d2 son los picos de la primera y
segunda compresiones y el correspondiente recorrido de distancia de la cruceta,
respectivamente; F1 es la primera ruptura importante en la primera curva de
compresion).

Las propiedades reologicas y mecanicas de los quesos, son los estimulos
predominantes que afectan la percepcion de textura durante los procesos de
masticacion y degradacion que ocurren en la boca; otras caracteristicas texturales
especialmente aquellas que estan relacionadas con la superficie y caracteristicas
estructurales como la cremosidad, esponjosidad y mantecosidad pueden jugar un rol
definitivo al percibir la textura de diferentes tipos de quesos (Bayarri, 2012). El analisis
de perfil de textura (ATP) es una de las principales técnicas instrumentales para la
medicion de la textura (Fagan et al; 2007).
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Tabla 7. Términos y definiciones de TPA.

Términos TPA C Definicion de la
: Definicion : . .
(Sl unidades) simbologia ver Figura 6
Dureza (N) Fuerza necesaria para conseguir en el alimento | Fyerza correspondiente a P1
una deformacion determinada
Fracturabilidad Fuerza que significa ruptura en la curva de la )
(N) primer mordida (originalmente conocida como Fuerza correspondiente a F1
“fragilidad”)
Velocidad a la que un alimento, deformado por
Elasticidad una fuerza externa, recupera su condicion inicial | go/q1
una vez que ha desaparecido la accién de dicha
fuerza.
o Fortaleza que mantiene unidos los enlaces
Cohesividad internos que existen entre las distintas particulas | A2/Al

que integran un alimento
o Trabajo necesario para vencer las fuerzas
Adhesividad atractivas entre las superficies de los materiales | A3
de un alimento puestos en contacto.
_ Energia necesaria para desintegrar un alimento o
Gomosidad semisolido hasta una situacién que sea apta | Dureza* Cohesividad
para su deglucion.
Propiedad mecanica de la textura relacionada
con la cohesividad, el tiempo necesario y el
numero de masticaciones requeridas para dejar | Dureza*Cohesividad
Masticabilidad un producto sélido listo para ser tragado. Los
principales adjetivos  correspondientes a
diferentes niveles de masticabilidad son: tierno,
masticable y correoso.

Fuente: (Gunasekaran y Ak. 2003).

*Gomosidad

5 MATERIALES Y METODOS

5.1. Aislamiento de BAL y levaduras por el método de diluciones.
Para el aislamiento y conteo de las cepas de BAL y levaduras del queso artesanal,
elaborado por empresas regionales localizadas en el municipio de Rayon, Chiapas, se
realizd un aislamiento con 10 g de queso y se homogenizo en 90 ml de agua

peptonada buferada (BPW, Bufered peptone water, Fluka 77.187) estéril.

Posteriormente, se realiz6 una serie de siete diluciones decimales desde 10! hasta 10
/.y una alicuota de cada dilucién fue inoculada por duplicado, en placas con medio
sélido Man rogosa sharpe (MRS, Fluka 69.966), Por la técnica de vaciado en placas.
Las cajas fueron incubadas a 30 °C de 24 a 48 horas en condiciones anaerdbicas.
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A continuacién, se seleccionaron las colonias presuntivas de BAL, mismas que fueron
caracterizadas a nivel morfologico, y purificadas mediante resiembras sucesivas por el
método de estria cruzada en medio MRS sdlido. Las resiembras fueron realizadas cada
48 horas, con la finalidad de lograr la purificacion de las colonias caracteristicas. A
partir de la resiembra niumero cuatro, las colonias purificadas fueron resembradas en
medio MRS en tubo inclinado (Cappuccino y Sherman, 2008). Finalmente, se formo
una coleccion de 19 cepas de BAL.

El aislamiento de levaduras, se realizdé por duplicado por la técnica de vaciado en
placas, en medio de agar dextrosa y papa (PDA) (Bioxon, Ref. 211900, 39 g/L),
acidificado con HCI 0.1 N, estéril (14 ml/litro ) (Buchl y Seiler, 2011). Las cajas fueron
incubadas a 25 °C de 24 a 48 horas. Las colonias fueron purificadas mediante
resiembras sucesivas por el método de estria cruzada en medio PDA. Las resiembras
fueron realizadas cada 48 horas, con la finalidad de lograr la purificaciéon de las
colonias caracteristicas. A partir de la resiembra nimero cuatro, las colonias fueron
resembradas en medio PDA inclinado y se formé una coleccion de 25 cepas de

levaduras.

5.2. Pureza y caracterizacion de cepas de BAL.

La pureza e identificacion de las bacterias como pertenecientes al grupo de BAL, fue
evaluada de acuerdo a Walstra et al (1999) por observaciéon microscopica, ausencia de
formacion de esporas, tincion de Gram, reaccion a catalasa con peréxido de hidrogeno
al 3 %. La pureza de las levaduras fue evaluada por observacion microscopica, tefiidas

con azul de lactofenol.

5.3. Caracterizacion bioquimica de las cepas de BAL y levaduras aisladas.

Se emplearon los sistemas comerciales de caracterizacion bioquimica APl 50 CH
(BioMerieux) y APl 20 Aux (BioMerieux) para caracterizacion de las cepas de BAL y
levaduras aisladas, respectivamente; ambos sistemas se emplearon segun las

instrucciones del fabricante.
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Para evaluar la produccion de COg, las cepas de BAL se incubaron en medio liquido
MRS con campana de Durham, a 30 °C por 48 h. Ademas, se realizo la prueba de
hidrélisis de arginina, en medio liquido MRS modificado (sin extracto de carne y con
arginina, 0.3 % ml/v; citrato de sodio, 0.2 % y glucosa, 0.05 %) para detectar la
produccion de amonio. Después de cinco dias de incubacién, se agregaron cinco gotas

del reactivo de Nessler para detectar la presencia de amonio (Sanchez et al., 2000).

5.4. ldentificacion de las cepas de BAL y levaduras aisladas por analisis de la

secuencia de genes ADNr y RAPD.

5.4.1. Extraccion de ADN de las BAL y levaduras.

La extraccién del ADN cromosémico se realizo por el método descrito por Ausubel et al.
(1989). Las cepas fueron cultivadas en medio de cultivo liquido MRS. Los
microorganismos se concentraron por centrifugacion de 3 ml de un cultivo de cepas de
BAL de 48 h de incubacién a 30 °C en condiciones anaerébicas. Las cepas de
levaduras fueron cultivadas en medio de cultivo liquido YEPD (Extracto de levadura,
1%; dextrosa, 2% y peptona 2%). Los microorganismos se concentraron por
centrifugacion de 3 ml de un cultivo de 48 h de incubacion a 28 °C y agitacion
constante a 200 rpm. En ambos casos las células fueron transferidas a un tubo
Eppendorf de 1.7 ml. Se agregaron 200 pul de regulador de lisis (Triton X-100 al 2 %,
SDS al 1 %, NaCl 100 mM, Tris 10 mM, pH 8 y EDTA 1 mM). Se afiadieron 200 pl de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), 0.3 g de perlas de vidrio (Ballotini 0.45-
0.50 micrones de diametro) y se agitd en vortex durante 6 minutos que comprendieron
8 ciclos de 30 segundos en agitacion y 30 segundos en bafio de hielo. Se adicionaron
200 pl de regulador TE (Tris 10 mM, pH 8, EDTA 1 mM) y se centrifugd durante 5
minutos. EI DNA total se purifico a partir de dicho sobrenadante por precipitacion con 2
volumenes de etanol absoluto, enfriado a -20 °C, el precipitado se centrifugé a 14,000
rom por 5 minutos y el etanol residual se dejé evaporar a temperatura ambiente. El
DNA se resuspendié en 400 pl de regulador TE y se tratd con 10 mg de RNAsa (Gibco
BRL) a partir de una solucion de 10 mg/ml en Tris-HCI 0.01M, pH 7.5 y NaCl 0.015 M.

El DNA se precipité con 10 pl de acetato de amonio 4 M y 1 ml de etanol absoluto.
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La concentracion de DNA se determind midiendo la absorbancia a 260 nm vy
considerando que 1 U Azs0 equivale a 50 pg/ml de DNA de doble cadena. La calidad del

DNA se determino por la relacion de absorbancias Azso/A2s0 (Sambroock et al., 1989).

5.4.2. Amplificacion del gen 16S ADNr de BAL por la técnica de PCR.

Un fragmento del gen 16S DNAr de cada cepa de BAL, fue amplificado por PCR,
siguiendo el método descrito por Ramos et al., (2009) y empleando los oligonucleétidos
iniciadores 16S Sense (5-TGCCTAATACATGCAAGTCG-3’) y 16S Antisense (5'-
ACCGCTACACATGGAGTTC-3)).

La mezcla de reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 25 pL conteniendo 10 ng
de ADN molde, regulador de la Tag DNA polimerasa (1X) (Invitrogen), MgClz (2 pM),
Tag DNA polimerasa (1U), cada uno de los desoxinucleétidos trifosfatos (ANTPs) (200
MM) vy los iniciadores (16S SENSE y 16S ANTISENSE) (0.4 uM). EI DNA fue
amplificado con 35 ciclos usando las condiciones de amplificacion siguientes:
desnaturalizacion a 94 °C, 1 min; alineamiento a 54 °C, 1 min; polimerizacién a 72 °C, 1
min. Una desnaturalizacion inicial fue ejecutada a 94 °C durante 5 minutos y un paso

de extension final a 72 °C durante 5 minutos.

5.4.3. Amplificacion del gen 18S ADNr de levaduras por la técnica de PCR.

Un fragmento del gen 18S ADNTr de cada cepa de levaduras, fue amplificado siguiendo
el método descrito por Bautista et al. (2003), y los oligonucledétidos iniciadores LV1 (5'-
CCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCT-3)) y LV2 (5-
CACCTACGGAAACCTTGTTACGACT-3).

La mezcla de reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 25 pL conteniendo 10 ng
de ADN molde, regulador de la Tag DNA polimerasa (1X) (Invitrogen), MgClz (2 uM),
Tag DNA polimerasa (1U), cada uno de los desoxinucleétidos trifosfatos (ANTPs) (200
pMM), los iniciadores (LV1y LV2) (0.4 uM). EI ADN fue amplificado con 35 ciclos usando
las condiciones de amplificacion: desnaturalizacion a 95 °C, 1 min; alineamiento a 69
°C, 1 min; polimerizacion a 72 °C, 1 min. La desnaturalizacion inicial fue ejecutada a 95

°C durante 5 minutos y un paso de extension final a 72 °C durante 5 minutos.
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5.4.4. Electroforesis del ADN.

Los fragmentos de ADN amplificados fue sometido a electroforesis convencional en gel
de agarosa, siguiendo el método descrito por Meyers et al. (1976). Para el caso de los
fragmentos del gen 16S ADNr amplificados, se prepar6 un gel horizontal de agarosa al
2 % en regulador TAE 1X (Tris Base 40 mM, acido acético 20 mM y EDTA 1 mM). Para
el caso de los fragmentos del gen 18S ADNr amplificados, se prepard un gel horizontal
de agarosa al 1 % en regulador TAE 1X. El corrimiento electroforético se llevo a cabo a
80 V, durante 75 min. El gel se tifid con bromuro de etidio a una concentracion de 0.5
ug mL?t en regulador TAE 1X, durante 15 min. Finalmente los geles fueron se
expuestos a luz UV en un transiluminador UV/Vis (MiniBis, Bio Imaging Systems), para
visualizar los fragmentos de ADN amplificados. El tamafo de los fragmentos de ADN
amplificados, se calculé por comparacion con marcadores de ADN de 100 pares de
bases (pb) y 1 kilopares de bases (kb) de talla molecular (Invitrogen) y con la ayuda del

software Gel quant Version 2.7.

5.4.5. Purificacion de fragmentos de ADN amplificados.

Los fragmentos de ADN amplificados fueron purificados empleando el kit comercial
QIAquick Gel Extraction de QUIAGEN (QUIAGEN Group, HmbH, Germany), siguiendo
el protocolo recomendado por el fabricante.

5.4.6. Secuenciaciéon del ADN purificado.

Los productos de PCR purificados fueron enviados a secuenciar a la Unidad de
Sintesis y Secuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia de la UNAM en
Cuernavaca, Morelos. El fragmento del gen 18S ADNr amplificado a partir del ADN de
las cepas de levaduras, fue enviado a secuenciar con los oligonucleoétidos iniciadores
LV1, LV2 (Bautista et al. 2003) y 750 Forward (Garcia et al., 2010). El fragmento del
gen 16S ADNr amplificado a partir del ADN de las cepas de BAL, fue enviado a
secuenciar con los oligonucledtidos iniciadores 16S SENSE y 16S ANTISENSE
(Ramos et al, 2009). Las secuencias de ADN obtenidas de los diferentes

microorganismos (BAL y levaduras) fueron analizadas para descartar las posibles
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secuencias quiméricas, asi mismo, editadas y ensambladas con el software BioEdit
Sequence Alignment Editor, versién 7.2.5. Posteriormente, las secuencias parciales
obtenidas de los genes 16S ADNr de BAL y 18S ADNr de levaduras, fueron sometidas
a una busqueda de secuencias homélogas de bacterias y levaduras descritas y
depositadas en la base de datos GenBank, por medio de la herramienta BLASTN
version 2.2.3, en la pagina de la NCBI (National Center for Biotechnology Information;
Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) del
Instituto de Salud de Estados Unidos. Los alineamientos mdltiples de secuencias
nucleotidicas y la edicion de los alineamientos se realizé con el programa CLUSTAL X
version 2.0.11 (Thompson et al., 1997). El alineamiento grafico mostré las regiones con

un alto grado de identidad.

5.4.7. Relaciones de homologia entre las secuencias de los genes 16S ADNr de BAL y
18S ADNr de levaduras de las cepas aisladas y secuencias homdlogas previamente
descritas.

Los alineamientos multiples de secuencias nucleotidicas y la edicion de los
alineamientos se realizé con el programa CLUSTAL X version 2.0.11 (Thompson et al.,
1997). El alineamiento grafico mostro las regiones con un alto grado de identidad. Se
efectuaron cinco alineamientos mdltiples consecutivos y el Gltimo alineamiento se uso
para establecer un filograma con el programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analisys) version 6.06 (Tamura et al., 2013) utilizando el método de agrupamiento de
Neighbor-joining con el indice Poisson (P). Para valorar estadisticamente la
significancia de las relaciones presentadas en el filograma se realizaron 1000

aleatorizaciones tipo “bootstrap”.

5.4.8. Analisis del Polimorfismo del ADN amplificado al azar (RAPD).

El andlisis del Polimorfismo del ADN amplificado al Azar (RAPD) es una técnica basada
en la PCR, mismo que requiere un corto tiempo para su ejecucién (comparado con
otros meétodos genéticos), proporciona buenos niveles de discriminacion y es aplicable

a un gran numero de cepas. En este estudio, el andlisis de RAPD fue realizado con
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cada una de las cepas de BAL y levaduras aisladas. Los perfiles de RAPD fueron
obtenidos siguiendo el protocolo descrito por Bautista-Mufioz et al. (2003), empleando
los oligonucleétidos iniciadores OPE-18 (5’-GGA CTG CAG A-3’') y OPA-18 (5-AGC
TGA CCG T-3’) (Invitrogen) (Lockhart et al., 1997).

La separacion de los fragmentos amplificados se realizd mediante electroforesis
convencional en geles de agarosa al 1 % en regulador TAE 1X, siguiendo el método
descrito por Meyers et al. (1976) mencionado en la seccion 5.4.4. El tamafio de los
fragmentos se calculé por comparacion con un marcador de talla molecular de DNA 1
kpb (Invitrogen) y con la ayuda del software Gel quant Version 2.7. Posteriormente, las
cepas fueron agrupadas por comparacién de los patrones de RAPD obtenidos.

5.5. Evaluacién de BAL y levaduras aisladas del queso crema artesanal

5.5.1. Inoculacién de la leche pasteurizada con las cepas de BAL y levaduras aisladas
El queso crema manufacturado con las cepas de BAL y levaduras aisladas, fue
elaborado en la queseria artesanal “La Cabafa”, ubicada en el municipio de Rayon,
Estado de Chiapas, empleando leche de leche de vaca producida en la regién. Se
realizd un analisis de calidad fisicoquimica a la leche cruda, utilizando el equipo
Analizador de leche ultrasénico (Lactoscan SA50). Se realiz6 un conteo de células
somaéticas con el equipo Delaval Cell Counter DCC SE2250, se estandariz6 la leche a 3
% de grasa y se pasteurizd a temperatura de 73 °C por 15 segundos, se baj6 la
temperatura a 37 °C y se inocul6 con cultivos lacticos al 2 % (cepas de BAL) y cultivos
de levaduras al 2 %.

Los cultivos lacticos y de levaduras al 2%, fueron preparados con base al volumen de
leche empleada en la elaboracion de los quesos con leche pasteurizada. Las cepas
puras de BAL fueron inoculadas en medio liquido MRS e incubadas en condiciones
anaerobicas a 30 °C, durante 48 h. Las cepas puras de levaduras fueron inoculadas en
medio liquido YPL, a 28 °C, en agitacion constante a 200 r.p.m., durante 48 h.
Posteriormente, la biomasa de todas las cepas BAL y levaduras, por separado, fueron

lavadas con regulador de fosfatos al 5% y finalmente resuspendidas en una solucion
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nueva de regulador de fosfatos al 5%. Este inoculo fue agregado a la leche
pasterurizada al 2%, siguiendo los tratamientos mencionados a continuacion (Callon et
al., 2014).

Se estudiaron 5 tratamientos (T):

T1: Leche pasteurizada + in6culo de bacterias acido lacticas (BAL) + indéculo de
levaduras (LEV)

T2: Leche pasteurizada + indculo de levaduras (LEV)

T3: Leche pasteurizada + in6culo de bacterias lacticas (BAL)
T4: Leche pasteurizada (testigo negativo) (BCO)

T5: Leche cruda (testigo positivo) (ARTESANAL)

Donde el indculo de BAL consistié en una mezcla de 19 cepas y el indculo de levaduras
consistié en una mezcla de 25 cepas, mismas que fueron aisladas a partir del queso
artesanal, elaborado con leche cruda de vaca en el municipio de Rayon, Chiapas. Las
19 cepas de BAL se cultivaron por separado en medio liquido MRS modificado con
lactosa, incubado a 30 °C, en condiciones anaerdbicas durante 48 horas. Las cepas de
levaduras se cultivaron por separado en medio liquido Peptona de caseina, extracto de
levadura y lactosa (YEPL), incubado a 28 °C, en agitacién a 200 rpm durante 48 horas.
Los tratamientos (BAL + LEV), LEV, BAL y BCO, consistieron en 20 litros de leche
pasteurizada y el tratamiento ARTESANAL consistié en 20 litros de leche cruda. Por
cada 10 L de leche, se agreg6é 1 ml de cuajo (fuerza 1:10000), el cual fue diluido 1:10
en agua destilada y se agreg6é 1.5 g de cloruro de calcio (CaCl). A continuacion, se
agregaron los cultivos de BAL al 2 % y de levaduras al 2 % en base al volumen de
leche misma que se dejo en proceso de fermentacion durante 18 horas.
Posteriormente, a todos los tratamientos en condiciones asépticas, se realizo el corte
del gel (cuajada) y el suero fue drenado por 4 horas aproximadamente. La cuajada
semiseca fue colocada en bolsas de manta estériles para facilitar el desuerado. De esta
forma, el suero fue eliminado hasta dejar aproximadamente 1/3. Se agregoé NacCl (sal

de mesa) en una concentracion de 5% con respecto a la masa de la cuajada. A
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continuacion, la cuajada fue amasada durante 5 minutos, para que la sal se incorporara
uniformemente. Se coloco 1.5 kg de cuajada en mantas y posteriormente en moldes de
15 x 15 cm aproximadamente, donde la cuajada fue moldeada y prensada durante 2 a
4 horas aproximadamente. Finalmente, los quesos ya formados en cubos de 15 x 15
cm, fueron retirarodos del prensado y de los moldes, empacados en bolsas de
polietileno y almacenados en refrigeracion a 4 °C hasta ser transportados en hieleras al

taller de alimentos del Colegio de Postgraduados Campus Tabasco.

5.6. Analisis fisicoquimico del queso crema artesanal.

5.6.1. Humedad.

La humedad del queso crema se determin6 de acuerdo al método 926.08 del AOAC
con secado, peso constante a presion atmosférica. Se utilizé una estufa modelo HDT -
28 Marca TECSA, con un rango de temperatura de 0 — 250 °C.

Para calcular el porcentaje se utilizo la siguiente férmula:

% Humedad :(PZM_Pl) X 100

Donde:

P2= Peso de la capsula y la muestra humeda en g
P1= Peso de la capsula y la muestra seca en g

M = Peso de la muestra en g

NOTA: La determinacion fue realizada por triplicado y la diferencia no debe ser superior
al 5 % del promedio (A. O. A. C, 1990).
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5.6.2. Contenido de sal (NaCl)

Para las determinaciones de NaCl en el queso crema, se utilizé el método 935.43 de la
AOAC (2004) y aproximadamente 3 g de muestra descortezada y bien molida. La
muestra se deposita en un matraz con 25 ml de KNO3; 0.1 N para favorecer la reaccion
con los cloruros presentes. Después de hervir la mezcla con 10 ml de HNO3, exento de
halégenos y 50 ml de agua destilada por 10 min, se agregaron 15 ml de solucién de
permanganato de potasio al 5 %, en fracciones de 3 ml para obtener una solucion
amarilla transparente. Una vez enfriada y filtrada en un matraz aforado de 250 ml, la
solucion se lavé minuciosamente en agua destilada a 20 °C, se agregaron 25 ml
AgNOs a 0.05 M (o su equivalente) y se valoré el exceso de la solucion de AgNOs 0. 1N
en alicuotas de 100 ml con una solucion de KCNS 0.1 N. Como indicador, se
adicionaron 2 ml de solucion saturada de sulfato de amonio y hierro Ill, hasta obtener

un precipitado café oscuro a rojizo.

5.6.3. Acidez

La determinacion de acidez, se realizé de acuerdo al método 920.124 del AOAC, el
cual consiste en afiadir agua destilada a 40 °C a 10 g de queso crema finamente
molido, contenido en un frasco volumétrico para aforar a un volumen de 100 ml.

En general la titulacion se realiz6 de la manera siguiente. Se llen6 una bureta con una
solucién de NaOH 0.1 N valorada y se registro la lectura de la cantidad de solucién en
la bureta. La muestra en solucion se depositdé en un matraz Erlenmeyer y se le
adicionaron 5 gotas (una por una) de fenolftaleina al 1 %, para realizar la titulacion con
agitacion lenta. Cuando se dio el vire de la solucién a color rosa se suspendio la adicion
de NaOH y se continu6 agitando por 15 segundos para estabilizar la reaccion. En caso
contrario, se adicion6 una gota extra de NaOH para terminar la titulacién. Se tomé la
lectura del volumen dispensado en la bureta y se estimé la cantidad NaOH usado para
neutralizar la acidez de la muestra. Con estos valores se estimoO la acidez de cada

muestra.
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5.6.4. Determinacion de pH

Se realiz6 con un potencibmetro con electrodo de vidrio (Marca Hanna, modelo
993100). Previo a la determinacién, 3 g de muestra de queso crema se mezclaron con
agua destilada (v. g. 1/3 de su peso) para obtener una pasta suave en la cual se insertd
el electrodo para tomar la lectura. Cabe sefalar que la lectura de pH realizada con una
mezcla asi tratada es ligeramente mas elevada debido al efecto de dilucion producido

por el agua incorporada.

5.6.5 Actividad de agua (Aw)

Se realiz6 con un dispositivo Aw sprint, marca Novasina, modelo TH - 500. Consta de
una celda, la cual tiene un sensor por medio del cual mide la humedad relativa del
gueso, funciona entre 0 °C a 50 °C. Se coloca una muestra del producto obtenido en la

celda, y se efectla la lectura a 25 °C.

5. 7. Textura del queso crema

La determinacion del perfil de textura (TPA) se realiz6 tomando muestras de queso
crema en forma de cilindros de geometria uniforme (Diametro 18 mm, altura 60 mm),
utilizando un sacabocados accesorio del texturometro (Texture Analyzer, marca
Zhimadzu modelo EZ-S). Este equipo estd disefiado para determinar la fuerza de
compresion y tension (Figura 7). Tiene un sensor de fuerza de 500 N. El analisis se
realizd con el programa TRAPEZIUM Versién 1.04 SP Rheometer. Se hicieron 5
determinaciones por tratamiento y las muestras fueron tomadas como se indica en la

figura 7, en el sentido de las manecillas del relo;.
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Figura 7. Determinacion del perfil de textura, empleando el Texturémetro (Texture Analyzer, marca
Zhimadzu modelo EZ-S). (A) Toma de muestra y (B) Texturémetro.

5. 8 Esfuerzo cortante.

La determinacion del esfuerzo cortante se realizd6 con el texturometro antes
mencionado, tomando muestras de queso crema en forma de bloques de geometria
uniforme (Longitud 25 mm, Ancho 20 mm, espesor 5 mm). Se tomd una lectura por
bloque el cual se extrajo de 5 secciones del queso muestra, en el sentido de las

manecillas del reloj (Figura 8).

A

Figura 8. Determinacién del esfuerzo cortante, empleando el Texturémetro (Texture Analyzer, marca
Zhimadzu modelo EZ-S). (A) Toma de muestra y (B) Texturémetro.

5.9 Resistencia a la penetracion
La determinacidon de resistencia a la penetracion se realiz6 con el texturémetro antes

mencionado, tomando muestras de queso crema en forma de bloques de geometria
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uniforme (Longitud 60 mm, Ancho 34 mm, espesor 15 mm). Las lecturas se tomaron en
5 puntos del bloque en el sentido de las manecillas del reloj, los bloques se tomaron de

la parte central de cada queso (Figura 9).

A

34 mm

15mm

Figura 9 Determinacion de la resistencia a la penetracion, empleando el Texturometro (Texture Analyzer,
marca Zhimadzu modelo EZ-S). (A) Toma de muestra y (B) Texturometro.

5.10 Color

La determinacion de color del qgueso crema se realiz6 con un colorimetro de reflexion,
marca Hunter Lab, Modelo Miniscan (USA) (Figura 10). El colorimetro se calibré con
una placa blanca de porcelana proporcionada por el proveedor y sus valores fueron (L=
93. 64, a=-0. 73 y b= 0. 29). Con éste se midio el color del queso crema. El equipo se
colocd sobre la superficie y se realiz6 el escaneo de color en los tratamientos. Los
parametros que caracterizan los colores son a, b y L. El eje L o luminosidad (designa
brillantez) va de del 0 que corresponde al negro, al 100 que correspondiente al blanco.
Los otros dos ejes de coordenadas: a, representa variacion del rojo (valores positivos)
al verde (valores negativos) y b, representa variacién del amarillo (valores positivos) y
el azul (valores negativos) (Hunter Lab, 2001).

Una vez obtenidos los valores de L, a y b utilizando la escala Hunter, se obtuvo el valor

de AE utilizando la siguiente formula:

AE=./(AL)? +(AQ)* +(Ab)>?

Doénde: AE= Diferencia total del color, entre el color de la muestra y el de referencia.

39



AL, Aa, Ab = Diferencias absolutas de los valores correspondientes de L, a y b de los
valores determinados en la muestra, menos los valores de los quesos control
(ARTESANAL). Se reportaron los valores de L, a, by AE.

A B
L,a,b Color Solld

S

Figura 10. Determinacion de color empleando el colorimetro de reflexion, marca Hunter Lab, Modelo
Miniscan (USA). (A) Escala cromatica L, a y b del colorimetro; (B) Colorimetro Hunter Lab.

5.11. Evaluacién sensorial.

Se realizé el andlisis sensorial para comparar las caracteristicas del queso hecho con
leche pasteurizada y cultivos mixtos de bacterias acido lacticas y levaduras, con el
gueso artesanal de Rayon Chiapas. Se evaluaron cuatro muestras de quesos
manufacturados con leche pasteurizada e inoculados con cultivos lacticos [T1
(BAL+LEV), T2 (LEV) y T3 (BAL)] y T4 (BCO), este ultimo, no se inocul6 con cultivos,
contra el queso artesanal elaborado con leche sin pasteurizar (Tratamiento
ARTESANAL) (Tabla 8).

Las muestras fueron evaluadas usando el método del perfil ideal (IPM) con la
participacion de 140 consumidores del municipio de Cardenas, Tabasco, México,
donde cada consumidor evalué dos muestras de los cinco tratamientos siguiendo un
disefio experimental por bloques balanceados incompletos plan 11.5 (Cochran y Cox,
1954): T=5 tratamientos, K=2 muestras por consumidor, r = 4 repeticiones de cada
tratamiento por bloque, b=10 bloques, A=1, E=0.62 y Tipo V. El disefo se repitié 14

veces para asegurar un total de 56 evaluaciones por muestra.
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Los atributos sensoriales se determinaron empleando la técnica de Grupos de Enfoque
(Kemp et al.,, 2009) y con la ayuda de un grupo de 10 personas que participaron
degustando muestras de cinco gramos de queso de los cinco tratamientos a cada uno.
Los participantes percibieron los atributos de las muestras en el orden: apariencia,
textura, aroma, y sabor. Posteriormente a cada participante se le pidio que registrara en
un formato, los atributos que fue encontrando en sus respectivas muestras. Finalmente,
se hizo un consenso entre los 10 participantes para concluir sobre los atributos
encontrados; de tal manera que los atributos que se usaron para esta evaluacion
sensorial fueron: atributos de apariencia (tono crema), atributos de textura (dureza al
tacto, dureza en boca y elasticidad), atributos de aroma (aroma y aroma a establo) y
atributos de sabor (salado, amargo y acido).

Previo a la prueba con consumidores, las muestras fueron estabilizadas durante 1 hora
a 25 °C. Las mismas, fueron presentadas sobre un plato, cortadas en forma de cubos
de 2 x 2 x 2 cm, con una masa de aproximadamente 6.5 g (Tabla 9), debidamente

codificadas con una letra mayuscula elegida al azar.

Tabla 8. Aleatorizacion de los tratamientos

Cédigo / Tratamientos

A T4 (BCO)

B T5 (ARTESANAL)
C T3 (BAL)

D T1 (BAL+LEV)
E T2 (LEV)
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Tabla 9. Configuracion de la prueba.

Masa total de la
muestra por
tratamiento (g)

Peso de la

Repeticiones Lecturas N° muestra/trat
muestra ()

4 14 56 6.5 364.0

Se aplicd un cuestionario a 140 consumidores elegidos al azar, con preguntas de tipo
demografico y en seguida valorar las muestras de queso que le fueron proporcionadas
tanto en sus intensidades percibidas como en su propio nivel preferido o ideal para una
lista de 9 atributos en una escala de 10 cm no estructurada. También se les pidid
indicar si las muestras fueron aceptables, su intencién de compra y su intencion de
compra si el queso hubiera sido fabricado con leche cruda, esto en una escala binomial
(si/no).

El analisis estadistico para la prueba sensorial, se realizé con el disefio de bloques

incompletos balanceados, usando software R version 1.0.1 (2000).

6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Aislamiento y purificacién de las BAL y levaduras a partir del queso artesanal de
Raydn, Chiapas.

Los numeros de Lactobacillus variaron entre 5.6 y 5.87 log ufc g en el queso crema
artesanal elaborado en la region de Rayon en el estado de Chiapas (Tabla 10). Se
formd un banco de 19 cepas de BAL, las cuales presentaron las caracteristicas del
género Lactobacillus en relacion a su morfologia de bacilos, tincibn de Gram positivos,
capacidad de crecer en ausencia de Oz, reaccion catalasa negativas, ausencia de
esporas y produccién predominante de acido lactico a partir de la fermentaciéon de
carbohidratos simples (Figura 11). Sus caracteristicas bioquimicas se presentan en la
(Tabla 11).
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(A) (B) (©

Figura 11. Aislamiento y purificacion de cepas de BAL a partir del queso artesanal de Rayon, Chiapas.
(A) Aislamiento, (B) Purificacion y (C) Morfologia microscopica de bacilos de la cepa JCABBL13,
Aumentada a 1000x.

Tabla 10. Recuento de BAL y levaduras del queso artesanal de Rayon, Chiapas.

MUESTRA ELIZEB((:)HRAA[C):FON (log UFC g™)
BAL Levaduras
1 02/08/2014 5.61 5.76
2 06/08/2014 5.77 5.63
3 12/08/2014 5.60 5.53
4 17/08/2014 5.87 5.61

En el caso de las levaduras, el nimero varié entre 5.53 y 5.76 log ufc g en el queso
artesanal elaborado en la region de Rayén en el estado de Chiapas. La NOM 243 SSA
2010 indica que los limites maximos permitidos para mohos y levaduras en quesos
madurados no debe rebasar los 2.7 log ufc/g, salvo que para su maduracion requieran
de hongos estos puden estar fuera de este limite (DOF, 2010). Se formd un banco de
25 cepas de levaduras cuyas caracteristicas fueron colonias de color crema opaco, la
observacion al microscopio mostré células globulares en gemacién, muy similares a la
levadura Saccharomyces cerevisiae (Figura 12). Su perfil de fermentacién de
carbohidratos se presenta en la tabla 16.

43



Q) (B) ©

Figura 12. . Aislamiento y purificacién de cepas de levaduras, a partir del queso artesanal de Rayén,
Chiapas. (A) Aislamiento, (B) Purificacion y (C) Morfologia microscopica de células levaduriformes de la
cepa Q12-A2, aumentado a 1000x.

Estos resultados son similares a los reportados por Montel (2014) quién encontrd
presencia de 13 géneros de levaduras en quesos tradicionales europeos con recuentos

de 6 — 8 log ufc/cm?.

6.2. Caracteristicas bioquimicas de las BAL.
El perfil de fermentacibn de carbohidratos (Tabla 11) muestra basicamente la
fermentacion de varios carbohidratos por las cepas de BAL entre otras caracteristicas

que resultaron del proceso de caracterizacion bioquimica de la BAL.
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Tabla 11. Caracteristicas bioquimicas de las cepas de BAL aisladas del queso crema
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Lactobacillus fermentum (JCABB1 y JCABB9), Lactobacillus pseudomesenteroides (JCABB2, JCABB3,
JCABB4, JCABBS5, JCABB6, JCABB7 y JCABBS8), Lactobacillus plantarum (JCABB10, JCABB11,
JCABB12, JCABB13, JCABB14, JCABB15, JCABB16 y JCABB17), Lactobacillus helveticus (JCABB18 y
JCABB19). Q1 (Muestra de queso colectado el 02/08/14), Q2 (Muestra de queso colectado el 06/08/14),
Q3 (Muestra de queso colectado el 12/08/14), Q4 (Muestra de queso colectado el 17/08/14). (+)
Reaccion positiva, (-) Reaccion negativa, (+) Reaccion débil. Todas las cepas fermentaron D-Glucosa y
D-Fructosa, ninguna fermento L-Arabinosa. Las cepas fueron identificadas a nivel de género y especie,
con base en la secuencia del gen 16S ADNTr.

Las caracteristicas fisiologicas de la cepa L. fermentum de este estudio son similares a
las caracteristicas observadas en otros L. fermentum presentados en la literatura,
particularmente en la produccion de CO:2 y en los carbohidratos fermentados
siguientes: galactosa, glucosa, fructosa, lactosa, melibiosa, sacarosa, rafinosa; pero se
diferencia en que no fermenta ribosa y maltosa, que generalmente son fermentados por
esta especie (Hammes y Vogel 1995, Hammes y Hertel 2006 y Ludwig et al; 2011). Sin
embargo, Ramos et al. (2009), encontraron que la maltosa no fue fermentada por L.
fermentum del queso crema de Tabasco.

Algunas de las especies filogenéticamente cercanas a L. fermentum que fermentan la
ribosa, son L. gastricus y L. vaginalis; pero en el andlisis de similitud de nucleotidos
BLAST, estas especies, no aparecen genéticamente relacionadas, y en otras
caracteristicas fisiologicas como el perfil de fermentacién de carbohidratos también
difieren (Roos et al., 2005).

Las caracteristicas fisiolégicas y del perfil de fermentacion de carbohidratos de la cepas
JCABB18 y JCABB19 son similares a L. helveticus (Hammes & Vogel, 1995, Hammes,
W. P., & Hertel, C. 2006 y Ludwig et al; 2011), sin embargo, difiere en que la cepa de

este estudio crecio a 15 °C pero a y a 45 °C no hubo crecimiento.

6.3 Analisis de RAPD de las cepas de BAL.

El patron de bandas del RAPD, de las 19 cepas de BAL aisladas, con el Oligo-2 (OPA-
18) muestra cuatro patrones de bandas: patron 1 (JCABB1, JCABB9), patron 2
(JCABB2, JCABB3, JCABB4, JCABB5, JCABB6, JCABB7, JCABBS8), patron 3
(JCABB10, JCABB11, JCABB12, JCABB13, JCABB14, JCABB15, JCABBI1S6,
JCABB17) y patrén 4 (JCABB18, JCABB19) (Figura 12).
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Figura. 13. Patrones de RAPD para cepas de especies de los géneros Lactobacillus y Leuconostoc con
el oligonucledtido iniciador OPA-18. Carril 1, marcador de talla molecular, carriles; 2 — 20, Lactobacillus
fermentum (JCABB1 y JCABB9), Leuconostoc pseudomesenteroides (JCABB2, JCABB3, JCABBA4,
JCABB5, JCABB6, JCABB7 y JCABBS), Lactobacillus plantarum (JCABB10, JCABB11, JCABB12,
JCABB13), Lactobacillus helveticus (JCABB18 y JCABB19). Las cepas fueron identificadas a nivel de
género y especie, con base en la secuencia del gen 16S ADNr.

6.4 Identificacion de las cepas de BAL por andlisis de la secuencia del gen ADNr

Mediante pruebas bioquimicas y moleculares efectuadas a 19 cepas de BAL del queso
artesanal de Rayon, Chiapas, se obtuvieron las identidades que se indican en la tabla
12. Las cepas que corresponden a Lactobacillus fermentum y L. plantarum coinciden
con dos de tres cepas reportadas por Ramos et al. (2009), quienes aislaron L.
fermentum, L. plantarum y L. pentosus en el queso crema tropical usando los mismos
iniciadores. L. plantarum también fue reportada por Morales et al. (2011) quienes la
aislaron en el queso doble crema artesanal elaborado en Chiapas.

Las especies de BAL aisladas del queso artesanal de Rayon, Chiapas, son especies
comunes entre las BAL y es importante sefialar que al igual que en este estudio, han
sido reportadas como especies dominantes en quesos manufacturados con leche que
procede de diferentes continentes y tipos de animales (vaca, oveja, cabra, yak) (Liu et
al., 2014), de diferentes regiones geograficas con diferentes climas (desde la region de
los Himalayas hasta la region desértica de Egipto). Asi mismo, algunos quesos tienen
caracteristicas similares al queso artesanal de Rayén, Chiapas, por sus caracteristicas
de pH, humedad, acidez, como el queso Feta que es relativamente acido debido a que

su pH se encuentra en un intervalo de 4.42 a 5.05, asi como en otros quesos en los
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gue se han aislado especies de Lactobacillus plantarum y Lactobacillus fermentum
entre otras especies destacando a Lactobacillus plantarum como agente importante en
los procesos de maduracion (Rantsiou et al., 2008), este ultimo ha sido aislado de otros
quesos &cidos como el queso Cottage Chutpi elaborado en la India; de quesos de
Egipto como el Domiati y el Gbnah Beeda y se ha encontrado como especie
predominate en leche cruda de vaca hasta en un 60 % de las especies de Lactobacillus
presentes (Liu et al., 2014). Se ha encontrado a L. fermentum en el queso Ras
elaborado en Egipto, esta incluido en los cultivos iniciadores naturales para la
elaboracién del queso Italiano como el Parmiggiano, Reggiano de ltalia y en diversos
guesos lItalianos y quesos Suizos; también ha sido reportado como especie dominante
de Lactobacillus entre otras especies en la leche Garis la cual es una leche
tradicionalmente fermentada de alta acidez que se elabora en Sudan; también ha sido
encontrado en diversos productos chinos como el Kurut elaborado con leche
fermentada de yak y en otras leches fermentadas de vaca, oveja y de cabra, y en
guesos ltalianos elaborados con leche cruda como el Parmiggiano Reggiano, en
guesos elaborados en China con leche de cabra (Liu et al., 2014). Se ha encontrado a
L. Helveticus en el queso Qula, el cual es un queso duro de color amarillo o blanco
elaborado con leche de yak en la meseta tibetana de China (Liu et al., 2014).

Las secuencias nucleotidicas de los fragmentos del gen 16S DNAr amplificadas para
cada una de las cepas de (BAL) se pueden apreciar en el (Anexo 1).

Se obtuvieron los parientes a nivel de especie dentro de los géneros Lactobacillus y
Leuconostoc mas préximos, el numero de bases diferentes en relacion al total de bases
comparadas y su respectivo porcentaje de similitud en los pares de bases para las
cepas de BAL aisladas del queso artesanal de Rayon, Chiapas (Tabla 12).
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Tabla 12. Porcentaje de identidad de las secuencias del gen 16S ADNr de las cepas de
BAL aisladas con las secuencias de referencias de los parientes mas proximos.

Cepa Nl;zf erg Ode Parientes mas proximos Bases idénticas/total de ri%ﬁ;”;ﬂi
GenBank dentro de los géneros de BAL bases comparadas identidad
JCABB1 KT999396 L. fermentum 618/618 100
JCABB2 KU054310 Leu. pseudomesenteroides 567/572 99
JCABB3 KU054311 Leu. pseudomesenteroides 628/633 99
JCABB4 KU054312 Leu. pseudomesenteroides 584/589 99
JCABB5 KU054313 Leu. pseudomesenteroides 590/595 99
JCABB6 KU054314 Leu. pseudomesenteroides 620/625 99
JCABB7 KU054315 Leu. pseudomesenteroides 590/595 99
JCABBS KU054316 Leu. pseudomesenteroides 625/631 99
JCABB9 KT999397 L. fermentum 653/653 100
JCABB10 KU054317 L. plantarum 648/648 100
JCABB11  KU054318 L. plantarum 650/650 100
JCABB12 KU054319 L. plantarum 649/649 100
JCABB13 KU054320 L. plantarum 621/621 100
JCABB14 KU054321 L. plantarum 642/642 100
JCABB15 KU054322 L. plantarum 642/642 100
JCABB16  KU054323 L. plantarum 646/646 100
JCABB17 KU054324 L. plantarum 647/647 100
JCABB18 KU054325 L. helveticus 635/639 99
JCABB19 KU054326 L. helveticus 647/651 99

Leu: Leuconostoc, L. Lactobacillus

Los géneros con mayor similitud con las cepas aisladas del queso artesanal de Rayoén,
Chiapas son L. plantarum con 8 cepas y Leu. Pseudomesenteroides con 7 cepas,
seguidos por L. fermentum y L. helveticus cuya similitud es menor al relacionarse cada
género con 2 cepas (Figura 14).

Aungue la identificacibn de muchas BAL se puede hacer con pruebas morfoldgicas,
metabdlicas y fisiologicas (Axelson, 1993), es necesario el uso de técnicas
moleculares, basadas en la secuenciacion del 16S DNAr, con la finalidad de lograr una
caracterizacion e identidad de las cepas de BAL con mayor seguridad (Holzapfel et al.,
2001).
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Sin embargo, se sabe que la identidad de la secuencia del 16S DNAr no es suficiente
para garantizar la identificacion de las especies (Fox et al., 2003). A veces es necesario
también incluir la caracterizacién de otras secciones del DNA ribosomal, como son la
region entre el 16S y el 23S (Singh et al, 2009), el 23S o el 5S, esto debido al alto nivel
de similitud de nucledtidos del 16S, que no permiten distinguir entre algunas cepas muy

parecidas como es L. plantarum y L. pentosus (Bringel et al., 1996).

6.4.1 Relaciones de homologia entre las secuencias codificantes de genes 16S DNAr
de cepas de BAL aisladas a partir del queso artesanal de Rayon, Chiapas y otras y

otras BAL previamente descritas

Estudios basados en la amplificacién y secuenciacion de un fragmento del gen 16S
ADNr descrito por Ramos et al. (2009) muestran las relaciones de homologia de las
secuencias nucleotidicas del fragmento del gen 16S ADNr amplificado a partir del ADNr
de las 19 cepas con las secuencias nucleotidicas de genes 16S ADNr de BAL
reportadas en el GenBank de la NCBI (Figura 14) y cuyo porcentaje de identidad
compartido fluctda entre el 98 al 100 %, como se indic6 en la tabla 12.

El filograma (Figura 14), muestra las relaciones de similitud entre las secuencias
nucleotidicas de los fragmentos del gen 16S DNAr de las cepas de BAL aisladas.
(JCABB1, JCABB2, JCABB3, JCABB4, JCABB5, JCABB6, JCABB7, JCABBS,
JCABBY9, JCABB10, JCABB11, JCABB12, JCABB13, JCABB14, JCABB15, JCABB16,
JCABB17, JCABB18 y JCABB19) y las secuencias de especies relacionadas del
género Lactobacillus (L. fermentum, L. helveticus y L. plantarum) y las secuencias del
género Leuconostoc (Leu. pseudomesenteroides) reportadas en el GenBank de la
NCBI.
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KU054317 Lactobacillus plantarum cepa JCABB10
MR113338 Lactobacillus plantarum NBRC 15891
KU054320 Lactobacillus plantarum cepa JCABB13
KU054319 Lactobacillus plantarum cepa JCABB12
KU054318 Lactobacillus plantarum cepa JCABB11
MR117813 Lactobacillus plantarum JCM 1149
KU054323 Lactobacillus plantarum cepa JCABB16
KU054324 Lactobacillus plantarum cepa JCABB17
KU054321 Lactobacillus plantarum cepa JCABB14
MR075041 Lactobacillus plantarum WCFS1
g8 MR104573 Lactobacillus plantarum cepa CIP 103151
MR042394 Lactobacillus plantarum WCFS1
KU054322 Lactobacillus plantarum cepa JCABB15
KT999397 Lactobacillus fermentum cepa JCABB9
MRO75033 Lactobacillus fermentum IFO 3956
M MR104927 Lactobacillus fermentum CIP 102980
. KT999396 Lactobacillus fermentum cepa JCABB1

MR113335 Lactobacillus fermentum NBRC 15885

MRO75047 Lactobacillus helveticus DPC 4571

gq,KU054325 Lactobacillus helveticus cepa JCABB18
KU054326 Lactobacillus helveticus cepa JCABB19
MNR117060 Lactobacillus helveticus DSM 20075
58l NR113719 Lactobacillus helveticus NBRC 15019

gz | NR103004 Leuconostoc pseudomesenteroides LMG 11482
NR040814 Leuconostoc pseudomesenteroides NRIC 1777
KU054313 Leuconostoc pseudomesenteroides cepa JCABB5
100 || KU054312 Leuconostoc pseudomesenteroides cepa JCABB4

100

KU054315 Leuconostoc pseudomesenteroides cepa JCABB7
KU054311 Leuconostoc pseudomesenteroides cepa JCABB3
KU054314 Leuconostoc pseudomesenteroides cepa JCABB6
KU054310 Leuconostoc pseudomesenteroides cepa JCABB2
KU054316 Leuconostoc pseudomesenteroides cepa JCABB8
/ / NR01000033 Escherichia coli RU1 MA5

1=}
=}

Figura 14. Relaciones de homologia de las secuencias nucleotidicas del gen 16S DNAr de las cepas de
BAL aisladas a partir del queso artesanal de Rayén, Chiapas y las secuencias nucleotidicas de los genes
16S ADNr de otras BAL relacionadas. La comparacién filogenética se basdé en el andlisis de las
secuencias nucleotidicas con 1000 aleatorizaciones tipo bootstrap, por medio de métodos de distancia
usando el indice de Poisson (P) y el método de agrupamientos de Neightborth-joining. La barra indica la
distancia genética expresada como el nimero de cambios por cada 100 nucleétidos. El nUmero de cada
nodo indica el valor de bootstrap mostrado en porcentaje.
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6.5 Caracteristicas bioquimicas de las cepas de levadura.

Tabla 13. Caracteristicas bioquimicas de las cepas de levadura aisladas del queso
artesanal de Raydn, Chiapas.

COMPUESTO

Kluyveromyces lactis JCABKLS8

Kluyveromyces lactis JCABKL9

Kluyveromyces lactis JCABKL11

[Torulaspora delbrueckii JCABTD17

Kluyveromyces marxianus JCABKM19

D-Glucosa

Glycerol
2-ceto-Gluconato
calcico

L-Arabinosa
D-Xylosa
Adonitol
Xylitol
D-Galactosa
Inositol

D-Sorbitol
Metil-aD-
Glucopiranosida
N-Acetil-
Glucosamina

D-Celobiosa
D-Lactosa (origen
bovino)

D-Maltosa
D-Sacarosa
D-Trehalosa
D-Melezitosa

D-Rafinosa

* Kluyveromyces marxianus JCABKM1

+

* Kluyveromyces marxianus JCABKM2

+

I+

* Kluyveromyces marxianus JCABKM3

+

I+

* Kluyveromyces marxianus JCABKM4

* |Kluyveromyces lactis JCABKL5
* Kluyveromyces lactis JCABKL6

+

I+

I+
+
+

* Kluyveromyces lactis JCABKL7

+ |Candida orthopsilosis JCABCO10

+

+

+ |Kluyveromyces lactis JCABKL12

+

*+ Kluyveromyces lactis JCABKL13
+ |Debaryomyces hansenii JCABDH14
* |Debaryomyces hansenii JCABDH15

+

+

+

* |Saccharomyces cerevisiae JCABSC16

* |Candida orthopsilosis JCABCO18

* Kluyveromyces lactis JCABKL 20

+

+

* [Saccharomyces cerevisiae JCABSC21

+

+

*+ Kluyveromyces lactis JCABKL22

+

* [Saccharomyces cerevisiae JCABSC23
* |Saccharomyces cerevisiae JCABSC25

* [Kluyveromyces lactis JCABKL24

+
+

+

Fuente de la cepa
Recuento UFC/g

Q1
5.77x10°

Q2
4.24x10°

Q3
3.39x10°

Q4
4.03x10°

Kluyveromyces marxianus (JCABKM1, JCABKM2, JCABKM3, JCABKM4 y JCABKM19), Kluyveromyces
lactis (JCABKL5, JCABKL6, JCABKL7, JCABKL8, JCABKL9, JCABKL11l, JCABKL12, JCABKL13,
JCABKL22 y JCABKL24), Debaryomyces hansenii (JCABDH14, JCABDH15), Candida orthopsilosis
Saccharomyces

(JCABCO10,

JCABCO18),

Torulaspora delbrueckii
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(JCABSC16, JCABSC21 y JCABSC23). Q1 (Muestra de queso colectado el 02/08/14), Q2 (Muestra de
gueso colectado el 06/08/14), Q3 (Muestra de queso colectado el 12/08/14), Q4 (Muestra de queso
colectado el 17/08/14). (+) Reaccion positiva, (-) Reaccion negativa, () Reaccion débil. Las cepas fueron
identificadas a nivel de género y especie con base en la secuencia del gen 18S ADNT.

6.6 Andlisis de RAPD de las cepas de levadura.

El patrén de bandas del RAPD, de las 25 cepas de levadura aisladas, con el Oligo-2
(OPA-18) (Figura 15) muestra seis patrones de bandas: patréon 1 (JCABKMI,
JCABKM2, JCABKM3, JCABKM4, JCABKM19), patron 2 (JCABKL5, JCABKLSG,
JCABKL7, JCABKL8, JCABKL9, JCABKL11, JCABKL12, JCABKL13, JCABKL 20),
patrén 3 (JCABCO 10, JCABCO18), patréon 4 ( JCABDH 14, JCABDH 15), patron 5
(JCABSC 16, JCABSC 16, JCABSC 21, JCABSC 23, JCABSC 25) y patrén 6 (JCABTD
17)

500
400
o 8§ & & &
200 S Q0 O
s00 S £ o o
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S 8 8 ¢
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-

Figura 15. Patrones de RAPD para cepas de especies de levadura con el oligonucledétido iniciador OPA-
18. Carril 1, marcador de talla molecular, carriles; 2 — 20, Kluyveromyces lactis (JCABKL5, JCABKLS,
JCABKL7, JCABKLS8, JCABKL9, JCABKL11, JCABKL12, JCABKL13, JCABKL22 y JCABKL24),
Kluyveromyces marxianus (JCABKM1, JCABKM2, JCABKM3, JCABKM4 y JCABKM19), Debaryomyces
hansenii (JCABDH14, JCABDH15), Saccharomyces cerevisiae (JCABSC16, JCABSC21 y JCABSC23),
Torulaspora delbrueckii (JCABTD17), Candida orthopsilosis (JCABCO10, JCABCO18).Las cepas fueron
identificadas a nivel de género y especie, con base en la secuencia del gen 18S ADNr.
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6.7. Identificacion de las cepas de levadura por andlisis de la secuencia del gen ADNr

Mediante pruebas bioquimicas y moleculares efectuadas a las 25 cepas de levadura
del queso artesanal de Rayon, Chiapas, se obtuvieron las identidades que se indican
en la tabla 13. Las especies de levaduras que se encontraron en este estudio han sido
reportadas en diferentes tipos de quesos elaborados con leche proveniente de diversas
especies animales, algunos con caracteristicas similares al queso crema, elaborados
en diversos lugares, con diferentes climas. Kluyveromyces marxianus ha sido
encontrada como especie predominante en el queso Pecorino di Farinola elaborado
con leche cruda de borrega sin la adicién de cultivos naturales comerciales (Tofalo et
al., 2014). Se ha reportado junto a Debaryomyces hansenii como especies
frecuentemente aisladas de la cuajada acida de quesos como el Quark, Gervais, queso
Cottage y el queso crema (Buchl y Seiler, 2011). Kluyveromyces lactis se ha aislado del
gueso feta como especie abundante (Rantsiou et al., 2011). Candida orthopsilosis se
ha encontrado en queso brine, en cremas, en ambientes lacteos como el piso, las
paredes y el aire, en equipos donde se procesa leche o en ubres infectadas por
mastitis, en mezcla de frutas para suplementar alimentos como el yogurt o quark. Se ha
encontrado en leches contaminadas con mastitis y en diversos yogurts. Se ha
reportado que puede causar riesgos a la salud cuando actian como patbégenos
facultativos en alimentos sanos y en alimentos contaminados (Buch y Seiler, 2011).
Debaryomyces hansenii es la especie comunmente mas encontrada en quesos, y asi
como otras levaduras que son aisladas en altas cantidades de diferentes tipos de
guesos, donde su presencia se atribuye por su tolerancia a bajos pH, reducida
actividad de agua (aw) y altas concentraciones de sal, asi mismo se caracteriza por la
habilidad de crecer en ambientes de maduracidbn con bajas temperaturas de
almacenamiento. Adicionalmente la han reportado como una especie ampliamente
dispersa en el ambiente quesero, aparece como contaminante natural de la leche
cruda, el aire, el agua, en salmueras, de los implementos lacteos y en las superficies de
los equipos (Cardoso et al.,, 2015). Torulaspora delbrueckii se ha detectado en el
proceso de maduracién del queso Minas el cual es un queso con pH de 5.0, elaborado

con leche cruda de vaca, también se ha aislado del queso Gouda después de 32 dias
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de maduracién, como una especie importante de la comunidad de levaduras en el
gueso feta danés, también fue reportada en el queso Fiore Sardo después de un mes
de maduracion, ha sido aislada de cultivos iniciadores naturales, en la cuajada y
después de 5 dias de maduracion del queso Canastra de Minas Brazil. Se ha reportado
como especie predominante en el queso blanco avinagrado artesanal elaborado en
Serbia (Cardoso et al., 2015), fue reportada como especie predominante asociada con
Debaryomyces hansenii en el queso blanco fresco en escabeche de consistencia
blanda que se elabora en la region de las montafias de Serbia y en la tierras bajas de
Croacia (Goli¢ et al., 2013), fue identificada como una de las principales especies
aisladas del queso Feta griego junto con otras especies como Saccharomyces
cerevisiae, Debaryomyces hansenii, Candida famata, Pichia membranifaciens,
Kluyveromyces marxianus, Candida sake y Kluyveromyces lactis (Rantsiou et al.,
2008).

Las secuencias nucleotidicas de los fragmentos del gen 18S DNAr amplificadas para
cada una de las cepas de LEV se presentan en el anexo 2.

Se obtuvieron los parientes mas préximos a nivel de especie dentro de los géneros
Kluyveromyces, Candida, Debaryomyces, Saccharomyces y Torulaspora asi mismo, el
namero de bases diferentes en relacion al total de bases comparadas y su respectivo
porcentaje de similitud en los pares de bases para cada una de las 21 cepas de BAL
(Tabla 14).
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Tabla 14. Porcentaje de identidad de las secuencias del gen 18S ADNr de las cepas de
levadura aisladas con las secuencias de referencias de los parientes mas proximos.

. Parientes mas proximos Bases idénticas / Porcentaje
Cepa Numgrgncéeaﬁﬁceso dentro de los géneros Total de bases maximo de
de levadura comparadas identidad
JCABKML KUO58150 Kluyveromyces 1658/1658 100
JCABKM2 KUO58151 K"g;f)zggzges 1659/1659 100
JCABKMS3 KUO58152 Kluyveromyces 1658/1658 100
marxianus
JCABKM4 KUO58153 Kluyveromyces 1659/1659 100
marxianus
JCABKL5 KUO58155 Kluyveromyces lactis 1625/1625 100
JCABKL6 KUO58156 Kluyveromyces lactis 1631/1632 99
JCABKL7 KUO58157 Kluyveromyces lactis 1618/1618 100
JCABKL8 KUO58158 Kluyveromyces lactis 1632/1632 100
JCABKL9 KUO58159 Kluyveromyces lactis 1649/1649 100
JCABCO10 KUO58170 Candida orthopsilosis 1643/1643 100
JCABKL11 KUO58170 Kluyveromyces lactis 1637/1637 100
JCABKL12 KUO58170 Kluyveromyces lactis 1636/1636 100
JCABKL13 KUO58170 Kluyveromyces lactis 1636/1636 100
JCABDH14 KUO58154 Debaryomyces hansenii 1656/1656 100
JCABDH15 ND ND - -
JCABSC16 KUO58166 saccharomyces 1645/1650 99
JCABTD17 KUO58169 Torulaspora delbrueckii 1666/1666 100
JCABCO18 KUO58171 Candida orthopsilosis 1641/1641 100
JCABKM19 ND ND - -
JCABKL20 ND ND - -
JCABSC21 KUO58167 saccharomyces 1648/1652 99
JCABKL22 KUO58163 Kluyveromyces lactis 1646/1646 100
JCABSC23 KUO58168 saccharomyces 1651/1652 99
JCABKL24 KUO58164 Kluyveromyces lactis 1655/1655 100
JCABSC25 ND ND - -

ND: No Disponible
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6.7.1. Relaciones de homologia entre las secuencias codificantes de genes 18S DNAr
de cepas de levadura aisladas a partir del queso artesanal de Rayon, Chiapas y otras y

otras levaduras previamente descritas.

Estudios basados en la amplificacién y secuenciacién de un fragmento del gen 18S
ADNr descrito por Bautista et al. (2003), muestran las relaciones de homologia de las
secuencias nucleotidicas del fragmento del gen 18S ADNr amplificado a partir del ADNr
de las 25 cepas con las secuencias nucleotidicas de genes 18S ADNr de levaduras
reportadas en el GenBank de la NCBI (Figura 16) y cuyo porcentaje de identidad
compartido fluctda entre el 99 al 100 %, como se indico en la tabla 14.

El filograma (Figura 16), muestra las relaciones de homologia de las secuencias
nucleotidicas del fragmento del gen 18S DNAr de las cepas de levadura aisladas
(JCABKM1, JCABKM2, JCABKM3, JCABKM4, JCABKL5, JCABKL6, JCABKLY,
JCABKL8, JCABKL9, JCABKL11, JCABKL12, JCABKL13, JCABKL22 y JCABKL24,
JCABDH14, JCABTD17, JCABCO10, JCABCO18, JCABSC16, JCABSC21 vy
JCABSC23) y las secuencias de especies relacionadas de los géneros Candida
orthopsilopsis, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces
lactis, Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, reportadas en el GenBank
de la NCBI.
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AvY 790534 Kluyveromyces lactis CICC1772
kuossiss Kluyveromyces lactis cepa JCABKL8
kuossies Kluyveromyces lactis cepa JCABKL22
kuossisz Kluyveromyces lactis cepa JCABKL7
7| Kuosgiea Kluyveromyces lactis cepa JCABKL24
kuossieo Kluyveromyces lactis cepa JCABKL11
Avoaezea Kluyveromyces lactis NRRL Y-1140
as | kuossie2 Kluyveromyces lactis cepa JCABKL13
kuossgiel Kluyveromyces lactis cepa JCABKL12
kuossisgo Kluyveromyces lactis cepa JCABKL9

kuossiss Kluyveromyces lactis cepa JCABKL5S

62l kuossgise Kluyveromyces lactis cepa JCABKL6
o) HEe16749 Torulaspora delbrueckii CBS 1146

ABOs7379 Torulaspora delbrueckii VGI: 21700116

ag | KUOS8169 Torulaspora delbrueckii cepa JCABTD17
98120 Torulaspora delbrueckii VGI: 2222803

7/ ag kuossis2 Kluyveromyces marxianus cepa JCABKM3

kuossisi Kluyveromyces marxianus cepa JCABKM2
ag | kuossaiso Kluyveromyces marxianus cepa JCABKM1

FJaaaeszz Kluyveromyces marxianus W103

kuossisz Kluyveromyces marxianus cepa JCABKM4

APO14a603 Kluyveromyces marxianus cepa VGI: 215254430

ENs12686 Candida orthopsilosis Co 90-125
o 33 | kKuossgi7o Candida orthopsilosis cepa JCABCO10
kuoss171 Candida orthopsilosis cepa JCABCO18

Av520277 Candida orthopsilosis BG02-7-15-020A-F-2

ag Joe9s910 Debaryomyces hansenii NRRL Y-7426
Kuossis4 Debaryomyces hansenii cepa JCABDH14
KMmsseo72 Debaryomyces hansenii J26
Dos534400 Debaryomyces hansenii WHCX-1
EFa2s8134 Debaryomyces hansenii shiziwei-2

sor KUOS8166 Saccharomyces cerevisiae cepa JCABSC16

KuoOssi1es Saccharomyces cerevisiae cepa JCABSC23

//// ag | KUOS8167 Saccharomyces cerevisiae cepa JCABSC21
cPooeai1e Saccharomyces cerevisiae YIM1433
= cPooeasg Saccharomyces cerevisiae YIM693
87 cPoos4ao2 Saccharomyces cerevisiae YIJM1383
// NR FJaoeao7 Aspergillus fumigatus IHEM 13262
'T‘

Figura 16. Relaciones de homologia de las secuencias nucleotidicas del gen 18S DNAr de las cepas de
levaduras aisladas a partir del queso artesanal de Rayén, Chiapas y las secuencias nucleotidicas de los
genes 18S ADNr de otras levaduras relacionadas. La comparacion filogenética se baso en el analisis de
las secuencias nucleotidicas con 1000 aleatorizaciones tipo bootstrap, por medio de métodos de
distancia usando el indice de Poisson (P) y el método de agrupamientos de Neightborth-joining. La barra
indica la distancia genética expresada como el nUmero de cambios por cada 100 nucleotidos. El nimero
de cada nodo indica el valor de bootstrap mostrado en porcentaje.
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6.8 Analisis de la calidad de la leche bronca.

En el andlisis de la calidad de la leche se encontr6é que los parametros que determinan
la calidad fisicoquimica de la leche bronca se encuentran dentro de un rango aceptable
(Tabla 14), y son similares con los parametros reportados por Villegas et al. (2011) en

un estudio sobre la caracterizacion del queso crema de Chiapas.

Tabla 15. Analisis fisicoquimicos y de calidad sanitaria de la leche bronca.

Pardmetros Valor
Grasa, % 3.31+0.23
Densidad 1.03+£0.15
Lactosa, % 4.59+0.02
SNG, % 8.36+0.03
Proteina, % 3.27+0.01
Agua, % 0
T°C 32.6+£1.02
P Congelacion. 0.53+0.0
Sales, % 0.69+0.0
Células somaticas / pyLitro 140.2+0.84

6.9 Evaluacion fisicoquimica de los quesos.

Se evaluaron siete variables y fueron diferentes entre los tratamientos (Tabla 15), los
valores mas altos entre los parametros fueron para los tratamientos ARTESANAL en
(materia seca y actividad de agua aw), BAL+LEV en acidez, LEV en (humedad, cenizas
y sal) y BCO en pH. Los valores mas bajos entre los parametros evaluados fueron para
los tratamientos ARTESANAL en (humedad y cenizas), BAL en (pH, aw y sal), LEV en
(materia seca y aw), BAL+LEV en actividad de agua (aw) y BCO en (% de acidez y aw).
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Tabla 16 Composicion quimica promedio del queso en los 5 tratamientos.

TRATAMIENTOS % HUM % MS % CEN % SAL % AC pH aw

BAL + LEV 59.06+£0.68 40.94+0.68 6.95+0.28 2.56+0.56 1.19+0.1 4.07+0.05 0.93+0.01

LEV 59.49+0.24 40.51+0.24 7.09+0.21 2.89+0.15 0.76+0.03  4.26+0.04 0.93%0.01
BAL 58.71+0.84 41.29+0.84  6.45+0.29 1.66+0.07 0.91+0.05 4.00+0.1 0.93£0.01
BCO 58.38+0.27 41.62+0.27 6.05+0.18 2.01+0.57 0.61+0.02 6.30+0.03 0.93+0.01

ARTESANAL  53.68+0.19 46.32+0.19 5.55+0.26 2.20+0.09 0.88+0.08 4.07+0.03 0.94+0.00

HUM: Humedad, MS: Materia Seca, CEN: Cenizas, AC: Acidez. Media * desviacion estandar.

El valor més bajo de pH, para BAL es similar al reportado por Villegas et al. (2011) en
un estudio sobre la caracterizacion del queso crema de Chiapas, para la misma region

de donde procede la muestra evaluada.

Los valores de actividad de agua (aw) menores 0.96 son inhibitorios de la mayoria de
bacterias patdgenas, excepto Staphylococcus aureus que crece a una actividad de
agua (aw) tan bajos como 0.86 (Jay, 2000). Algunas cepas de Salmonella tienen su

limite de actividad de agua (aw) minimo de 0. 94 (Lianou y Koutsoumanis, 2011).

Pinho et al. (2004) mencionan que a mayor contenido de humedad, mayor contenido de
aw en el queso y por lo tanto es mas susceptible al ataque por microorganismos sin

contar con las condiciones de almacenamiento adecuadas.

6.10. Caracteristicas de color de los quesos para los 5 tratamientos.

El color de los quesos (Tabla 16) fue diferente entre los tratamientos. Para la diferencia
total del color (AE) se encontr6 que el tratamiento LEV es el mas cercano al tratamiento
ARTESANAL. Con respecto a los componentes de color se encontr6 que para el
componente (b) por su valor positivo corresponde al color amarillo, donde el tratamiento

LEV es el mas cercano al tratamiento ARTESANAL.

Los valores de luminosidad encontrados en este estudio son similares a los reportados
por Villegas et al. (2011) en un estudio de caracterizacion del queso crema de Chiapas.

El color de los quesos es importante para la aceptacion del producto por el consumidor,
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ya que existen diferentes tipos de quesos, hay zonas en México que prefieren quesos

blancos o quesos amarillos (Villegas, 2003).

Tabla 17. Pardmetros de color del queso artesanal de Rayén, Chiapas y de queso

elaborado con leche pasteurizada.

TRATAMIENTOS L a b AE
BAL + LEV 92.85+1.29 -1.34+1.17 15.39+1.10 2.99+0.76
LEV 92.61+0.28 -1.41+£1.15 17.15+2.26 1.26+1.39
BAL 92.58+0.8 -1.67+1.10 15.39+0.38 3.03£0.52
BCO 92.77 £ 0.45 -1.56 £1.07 16.00 + 0.59 241+0.64
ARTESANAL 92.65+0.47 -1.10+1.11 18.37 £0.84 0.00+0.0

L= Luminosidad, a, b, (parametros de color Hunter Lab). A E= Diferencia total del color, entre el color
dela muestra y el de referencia. Media + desviacion estandar.

6.11 Perfil de textura.

De los seis componentes del perfil de textura, dureza, elasticidad, adhesividad y
cohesividad fueron diferentes entre los tratamientos (Figura 17). En dureza los
tratamientos (BAL + LEV) y BAL fueron los mas cercanos al tratamiento ARTESANAL.
En elasticidad los tratamientos BAL y BCO fueron los mas cercanos al tratamiento
ARTESANAL vy le sigue el tratamiento LEV. En adhesividad el tratamiento (BAL + LEV)
fue el mas cercano al tratamiento ARTESANAL vy le siguié el tratamiento LEV. En el
pardmetro cohesiéon los tratamientos (BAL + LEV) y BAL son los mas cercanos al
tratamiento ARTESANAL vy le sigue el tratamiento BCO. Los parametros de dureza,
cohesion y adhesividad difieren con un estudio similar realizado por Villegas et al.
(2011) en el gque evalian al queso crema de Chiapas. En los atributos cohesién y
adhesividad no se puede apreciar la variacibn de manera grafica debido a que los

valores oscilan de 1x102 a 1x10* (valores adimensionales).
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—BAL +LEV —LEV BAL BCO —ARTESANAL

DUREZA®

MASTICABILIDAD ADHESIVIDALD

ELASTICIDAD® COHESION*®

GOMOSIDAD FLOCULACION

Figura 17. Perfil textural del queso crema elaborado con leche pasteurizada y microorganismos
autéctonos del queso artesanal de Rayon, Chiapas. T1: (BAL + LEV), T2: (LEV), T3: (BAL), T4: (BCO),
T5: (ARTESANAL).
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6.12. Esfuerzo cortante y resistencia a la penetracion

Los parametros de esfuerzo cortante y resistencia a la penetracion (Tabla 18) fueron
diferentes entre los tratamientos. Para el esfuerzo cortante los tratamientos LEV, BCO
y (BAL + LEV) fueron los més cercanos al tratamiento ARTESANAL. En el caso de la
resistencia a la penetracion los tratamientos (BAL + LEV) y LEV fueron los mas
cercanos al tratamientos ARTESANAL. Es decir que los tratamientos que tuvieron una
consistencia suave muy parecida al queso artesanal fueron los tratamientos (BAL +
LEV)y LEV.

Tabla 18. Determinacion de esfuerzo cortante y resistencia a la penetracion.

Tratamientos Esfuerzo cortante (N) Resistencia ala penetracion (N)

(BAL + LEV) 5.06 +0.18 0.92 £0.19
LEV 7.35+0.83 0.90 + 0.16
BAL 9.54 + 2.56 1.04+0.38
BCO 6.03 + 1.52 1.00 + 0.30
ARTESANAL 7.43 +0.94 0.99 + 0.24

N: Newton. Media *+ Desviacién estandar

6.13. Evaluacion sensorial.
Las personas que contestaron la encuesta fueron consumidores jovenes que se ubican

en un intervalo de edad, de 16 a 44 afios. Para la variable sexo se encontré que la
poblacion masculina tuvo mayor participacion. Mas del 60 % de la poblacién
encuestada no consume quesos elaborados con leche cruda. El queso crema resultd

ser el mas consumido, le siguen los quesos fresco y de hebra (Tabla 17).
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Tabla 19. Resultados demogréficos y preferencias de consumo de queso de la

poblacién encuestada.

=dad % | Sexo (%) dce:;ri)sourr:jo:uceosnos T1ho de queso
(afios) consumido (%)
leche cruda? (%)
16 - 20 35 | Fem. 41 | Si 39 Crema 40
21 - 27 26 |Masc. 59 | No 61 Cremay poro 2
28 - 44 19 Fresco 31
45 - 54 12 Hebra 22
> 55 8 Panela 2
Poro 2
Indiferente 1

Se estudiaron nueve atributos sensoriales utilizando el método del perfil ideal (IPM). En
el andlisis se integr6 como un nuevo elemento al IDEAL indicado por los consumidores.
Este IDEAL se obtuvo de los promedios de cada atributo ideal evaluado en el estudio
de consumo. El analisis del IDEAL indicO ser consistente en el estudio, eso es, en
general los consumidores indicaron valores ideales similares en los atributos del queso
crema de Chiapas. Este IDEAL fue utilizado para hacer las comparaciones con los
demas tratamientos con la herramienta de componentes principales. Con el andlisis de
varianza de los atributos por separado no se encontraron diferencias significativas entre
los quesos evaluados excepto en los atributos dureza al tacto y dureza en boca (Figura
18). De los cinco tratamientos el ARTESANAL fue el mas cercano al IDEAL en los
atributos “dureza en boca” y “dureza al tacto”.

El IPM permite saber la direccion del gusto y la aceptabilidad del consumidor con
respecto a los atributos evaluados en cada uno de los tratamientos, en contraste con
los métodos donde se requiere panel de evaluadores entrenados que solamente
indican descripcién e intensidades de atributos y de los métodos donde indican

diferencias y magnitud de las diferencias entre atributos, que por la naturaleza de esos
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meétodos no se puede obtener informacién sobre el nivel ideal de los atributos que

prefieren los consumidores.

BAL + LEV LEV BAL BCO ARTESANAL = = — IDEAL DEL ARTESANAL

Tono crema
8.00

Olor a establo Intensidad de olor
a *
Elastico Dureza al tacto
) ' *
Acido Dureza en boca

Amargo Salado

Figura 18. Evaluacion sensorial de atributos en queso elaborado con leche pasteurizada y
microorganismos autéctonos del queso artesanal de Rayoén, Chiapas.

Con respecto a la similitud entre los tratamientos de acuerdo a la percepcion de los
consumidores y compararlos con su IDEAL, se encontr0 que los tratamientos BAL y
ARTESANAL fueron los mas cercanos al IDEAL tomando en cuenta todos los atributos
de manera simultanea. Adicionalmente, los tratamientos ARTESANAL y BAL fueron
mas parecidos entre ellos y ambos mas parecidos al ideal en términos de las

intensidades de los atributos evaluados para este tipo de queso, mientras que el resto
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de los tratamientos (BAL+LEV), LEV y BCO se observaron mas alejados del ideal
(Figura 19).
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Figura 19. Mapa de factores individuales (PCA)

Con respecto a los atributos sensoriales (Figura 20) se encontré una alta correlacion
entre dureza al tacto y dureza en boca, es decir en los tratamientos evaluados la
dureza en boca es consistente tanto en la dimension bucal como en el plano de la
mano. Sin embargo; el atributo elastico se aprecid6 muy cercano a estos dos atributos
de dureza, posiblemente con esto se puede inferir que la combinacion de estos tres
atributos son determinantes para que el consumidor perciba la textura del queso. Con
respecto a los atributos de sabor acido y sabor amargo se observé claramente en la
una correlacion muy cercana (Figura 20). El atributo de olor a establo se observé
menos correlacionado con los dos primeros. El atributo de tono crema tuvo una
correlacion negativa con los atributos de sabor. El atributo de intensidad de olor
también mostrdé una correlacién negativa con los atributos de dureza. Es muy probable

gue los atributos de salado, amargo y acido son la combinacién de sabores que pueden
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estar interaccionando en el paladar del consumidor para emitir su aceptacion o rechazo

en torno a las muestras de queso evaluadas.
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Figura 20. Mapa de factores variables (PCA)

El efecto sobre el perfil sensorial depende de la especie ya que Kluyveromyces spp,
Debaryomyces hansenii y Saccharomyces cerevisiae entre otras, han sido reportadas
por Buchl y Seiler, (2011) que a pesar de estar presentes en quesos con recuentos
bajos, son causantes de efectos sobre el perfil sensorial de diversos tipos de quesos.

Los limites inferiores de recuento de levaduras que se detectan como defectos sobre el
perfil sensorial son 10%- 10° que generan notas tales como “ligeramente viejo, a rancio,
amargo” y 10° - 108 ufc/ml, respectivamente (Buchl y Seiler, 2011), lo cual coincide con

los recuentos de levaduras de 10° encontrados en este trabajo.
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Tabla 20. Anadlisis de regresion logistica, para predecir la aceptacion general y por

tratamiento del queso de Chiapas*.

General BAL + LEV LEV BAL BCO ARTESANAL
Pardmetros | Estimado Pr(>|z]) | Estimado Pr(>|z|]) | Estimado Pr(>|z|) | Estimado Pr(>|z]) | Estimado Pr(>|z|) | Estimado Pr(>|z|)
Tono crema 0.222 00226  736.69 0975 01837 04679 0484 01505 05257 00303 -0.1834 05910
g}(t)er”Sidad de | 00065 09369 94388 0975 02647 02367 01118 07833 -0.1771 03268 03265 02480
Dureza al
et 00236 07937 1419.37 0975 03738 03925 -0.5432 00982 -0.1342 04380 02023 05730
Egézza en 01136 02868  297.37 0976 -0.1772 07263 02842 04198 01518 05045 -0.0526 0.8450
Salado 00109 09083 -391.49 0975 06917 00403 -0.4303 01532 01389 04054 -0.3838 0.2940
Amargo -0.3056 00011 -406.03 0975 -0.5338 0.0457 -0.6736 01129 -0.2409 0.1736 -0.6054 0.1710
Acido 01428 01112 -97495 0975 -0.3732 0.1709 03018 03909 -0.3629 0.1259 07754 0.1930
Eléstico 00551 05256 -102.61 0976 01747 06018 -0.4737 01682 0.0039 09849 00593  0.8620

*Las estimaciones se hicieron basandose en el andlisis de regresion logistica (LRA), utilizando un
modelo completo con ocho atributos sensoriales. Se utilizé el analisis de las estimaciones de maxima
verosimilitud para obtener estimaciones de los pardmetros. Las estimaciones de los parametros se
consideraron significativas cuando el valor de probabilidad Pr (>|z|) fue inferior a 0.05. T-1(BAL+LEV), T-
2(LEV), T-3(BAL), T-4(BCO), T-5(ARTESANAL).

El andlisis por regresion logistica indic6 que los parametros tono crema y amargo
impactan significativamente en la decision del consumidor al momento de aceptar el
producto (muestra de queso) es decir que los consumidores encuestados prefirieron el
gueso con mayor intensidad del tono crema y con respecto al sabor amargo lo prefieren
con menor intensidad. Con respecto a los tratamientos, en LEV los parametros que
impactan de manera significativa en la decision del consumidor para aceptar ese queso
son los sabores salado y amargo, lo cual puede entenderse claramente que los
prefieren menos salado y menos amargo. En el tratamiento BCO el parametro tono
crema es el que impactdo de manera significativa en la decision del consumidor para
aceptarlo. En los tratamientos (BAL + LEV), BAL y BCO no se observaron parametros
gue impactaron de manera significativa por lo que se puede inferir que gozaron de

buena aceptacion. En los atributos salado, amargo y acido, el ideal (Tabla 21) indicaron
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gue el consumidor los prefiere con menor intensidad. El sabor del queso es el principal

factor de seleccidn por parte de los consumidores (Cavanagh et al., 2014).

En el analisis general (Tabla 22) se encontré que para la intencion de compra los
parametros “dureza en boca” y “sabor amargo” impactaron significativamente en la
decisién de compra de los consumidores que participaron en el estudio de consumo.
De manera general se puede inferir que los consumidores estarian dispuestos a
comprar estos quesos con mayor “dureza en boca” y con menos “sabor amargo”. En el
analisis por tratamientos se encontré que en el tratamiento (BAL+LEV) los parametros
gue impactaron significativamente en la decision de compra de los consumidores son
‘Intensidad de olor’ y “sabor acido”. Se puede apreciar claramente que los
consumidores estarian dispuestos a comprar este queso pero con menor intensidad en
ambos parametros. En los tratamientos LEV y BCO el parametro que impacta de
manera significativa en la intencibn de compra en ambos tratamientos es el “sabor
amargo”, adicionalmente el parametro “tono crema” impacta significativamente en el
tratamiento BCO. En el resto de los tratamientos BAL y ARTESANAL no se observan
pardmetros que impacten significativamente en la intencion de compra por parte de los
consumidores, por lo que puede inferirse que estarian dispuestos a comprarlo dado
que sus calificaciones de preferencia fueron las mas altas y son méas parecidos al
IDEAL.
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Tabla 21. Analisis de regresion logistica (LRA) en general y por tratamientos para

predecir la intencién de compra*.

General BAL +LEV LEV BAL BCO ARTESANAL
Parametros Estimado Pr(>|z|]) | Estimado Pr(>|z|) | Estimado Pr(>|z|) | Estimado Pr(>|z|) | Estimado Pr(>|z|]) | Estimado Pr(>|z|)
Tonocrema | 00849 03118 04608 0.1842 00137 09523 0537 01289 04509 00419 -0.4251 0.0895
:j”;eorl‘girdad 00685 03515 06628 00317 00717 06949 -4372 02082 -0.1653 03684  0.178  0.3509
gé;iza a 00385 06268 06016 02187 00188 09584 043 01192 -0.1066 05534 02788  0.2612
E(;jcrzza en 02364 00164 -0.4151 04474 0.446 07372 02934 03332 04857 00598 0.1621  0.4097
Salado 00556 05039 -0.3334 02327 04696 01015 -0.4156 01266 01282 04563 -0.1569  0.5498
Amargo 03043 00003 -0.3737 01634 -0.5664 00182 -0.066 0.8245 -0.4179 00305 -0.1755 05163
Acido 00829 0304 05001 0.0549 -0.2341 03244 0045 0.8733 -0.2764 02024 -0.1125 0.6976
Eléstico 00182 08149 -0.0318 09231 03160 02830 -0.2591 03214 -0.1427 05022 0.1733  0.4896

*Las estimaciones se hicieron basandose en el analisis de regresiéon logistica (LRA), utilizando un
modelo completo con 8 atributos sensoriales. Se utilizé el analisis de las estimaciones de maxima
verosimilitud para obtener estimaciones de los pardmetros. Las estimaciones de los parametros se
consideraron significativas cuando el valor de probabilidad pr (>|z]) fue inferior a 0.05. T-1(BAL+LEV), T-
2(LEV), T-3(BAL), T-4(BCO), T-5(ARTESANAL).

Con respecto a la intencibn de compra del queso no se observan diferencias
significativas entre los 5 tratamientos, por lo que se puede inferir que si los productos
estuvieran disponibles en el mercado, los consumidores estarian mas dispuestos a
comprar el queso del tratamiento BAL. Sin embargo si los consumidores supieran que
los quesos fueron elaborados con leche cruda, bajaria la disposiciébn de comprarlo
hasta en 30% aproximadamente, lo cual se puede apreciar en la (Figura 21). Sin
embargo observa que aun a pesar de que el consumidor supiera que fue elaborado con

leche cruda el 70% de estos lo comprarian.
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Lo comprarian: Compraria este producto si estuviera disponible en el mercado
Leche cruda: Compraria este producto si supiera que fue elaborado con leche cruda

Figura 21. Estimaciones de la intencion de compra

Al evaluar la intencion de compra empleando la prueba de MCNEMAR (Tabla 22), se
encontré que a nivel general considerando todos los tratamientos, los consumidores si
estarian dispuestos a comprar los quesos que probaron durante la prueba de consumo
si estos supieran que fue hecho con leche cruda; a nivel de tratamientos BAL fue el

mas aceptado y el tratamiento LEV el menos aceptado.

Tabla 22. Evaluacion de la intencion de compra con la prueba de MCNEMAR.

General | BAL + LEV LEV BAL BCO ARTESANAL

Compraria | No Si | No Si No Si No Si No Si No Si
No|{50 138 5 9 3 7 1 15 3 11 1

Si| 54 153 13 30 15 29 13 34 10 29 13 31
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CONCLUSIONES.

Se aislaron 19 cepas de bacterias lacticas en el queso artesanal, que
corresponden a las especies de L. fermentum, L. plantarum, L. helveticus y
Leuconostoc pseudomesenteroides.

Se aislaron 25 cepas de levaduras del queso artesanal, que corresponden a las
especies de Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis, Candida
orthopsilosis, Debaryomyces hansenii, Saccharomyces cerevisiae y Torulaspora
delbrueckii.

La utilizacibn de BAL y levaduras autdctonas del queso artesanal de Rayodn,
Chiapas, para elaborar quesos con leche pasteurizada, permite obtener quesos
con caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales similares al queso artesanal.

Al utilizar esas bacterias para elaborar quesos se obtuvieron perfiles parecidos al
artesanal y con la ventaja de estar elaborados con leche pasteurizada ademas
de ser bien aceptados por los consumidores. El ideal imaginario fue consistente

entre los consumidores.

Los tratamientos experimentales no presentaron diferencias significativas de
intensidad de sabor y olor en relacion con el queso artesanal. No hubo
diferencias para estos atributos. Una razon puede ser que fueron muy parecidos
los tratamientos experimentales con el artesanal o que los consumidores no

fueron suficientemente sensibles para detectar diferencias en esos atributos.

En el caso de la textura si hubo diferencias en los atributos de dureza en bocay
dureza al tacto, el ARTESANAL es el que mas se parecio al IDEAL, le siguieron
los tratamientos BAL y BCO. La fabricacion de quesos con leche pasteurizada
es viable y puede ser una alternativa para los consumidores que no tienen

preferencia por los quesos fabricados con leche cruda.
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8 RECOMENDACIONES.

e Se sugiere realizar una seleccion de cepas de BAL y levaduras con base en sus
caracteristicas tecnolégicas.

e Se sugiere realizar un estudio de los compuestos de sabor del queso elaborado
con leche pasteurizada inoculada con BAL y levaduras seleccionadas y
compararlas con el sabor de queso artesanal.

e Se sugiere a los productores de queso crema artesanal de la region sureste de
México, optar por el uso de cultivos de BAL y levaduras en sus procesos
tecnoldgicos para mejorar la calidad microbiologica en la elaboracion del queso
crema artesanal. Actualmente en el Colegio de Postgraduados Campus Tabasco
se estan desarrollado tecnologias que utilizan cultivos lacticos y levaduras para

la elaboracion de quesos con leche pasteurizada.
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10 ANEXOS.

Anexo 1. Secuencias nucleotidicas de bacterias acido lacticas (BAL).

Cepa
JCABB1

(L. fermentum)

JCABB2

(Leu. pseudomesenteroides)

Secuencia

TTATCCAGTTTCCGATGCACTTCTCCGGTTAAGCCGAAGGCTTTCACATCAG
ACTTAGAAAACCGCCTGCACTCTCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCT
TGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGACTTTC
TGGTTAAATACCGTCAACGTATGAACAGTTACTCTCATACGTGTTCTTCTTTA
ACAACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTC
CATCAGGCTTGCGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGG
AGTATGGGCCGTGTCTCAGTCCCATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGG
CTATGCATCATCGCCTTGGTAGGCCGTTACCCCACCAACAAGCTAATGCAC
CGCAGGTCCATCCAGAAGTGATAGCGAGAAGCCATCTTTTAAGCGTTGTTC
ATGCGAACAACGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTGTCCC
CCGCTTCTGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCGTTG
GCGACCAAAATCAATCAGGTGCAAGCACCTTCAATCAATTGGGCCAACGCG
T

GCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAAC
CTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATGA
AACTTAGTGTCGCATGATACGAAGTTAAAAGGCGCTTTGGCGTCACCTAGA
GATGGATCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGAC
AATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGG
CGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCG
TAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGGAATGATTTTAGTTT
GACGGTACCATACCAGAAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCG
CAGACGGTTGATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATG
GCATTGGAAACTGG
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JCABB3

(Leu. pseudomesenteroides)

JCABB4

(Leu. pseudomesenteroides)

JCABBS (Leu.
pseudomesenteroides)

JCABB6 (Leu.
pseudomesenteroides)

ATGCAAGTCGAACGCACAGCGAAAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGC
GAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACAT
TTGGAAACAGATGCTAATACCGAATGAAACTTAGTGTCGCATGATACGAAGT
TAAAAGGCGCTTTGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGCATTAGTTAG
TTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGA
CTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGC
TGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCG
CGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAAC
AGCTAGAATAGGGAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGGGAC
GGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATC
CGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTGATTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGT
GCAGTAGAGGTAAGTGGAACTCC

GTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGG
GGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATGAAACTTAGTGTCGCATG
ATACGAAGTTAAAAGGCGCTTTGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGC
ATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGA
GTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTA
CGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAG
CAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATG
GGAAGAACAGCTAGAATAGGGAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAG
AAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCG
AGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTGATTAAG
TCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTT
AACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGGAACT

AGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTG
GGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATGAAACTTAGTGTCGCAT
GATACGAAGTTAAAAGGCGCTTTGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTG
CATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCG
AGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCT
ACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGA
GCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTAT
GGGAAGAACAGCTAGAATAGGGAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCA
GAAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCC
GAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTGATTAA
GTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGT
TAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGGAACTCCATG

TCGAACGCACAGCGAAAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGG
GTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAA
CAGATGCTAATACCGAATGAAACTTAGTGTCGCATGATACGAAGTTAAAAGG
CGCTTTGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGG
GGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCG
GCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTA
GGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGT
GATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGA
ATAGGGAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGGGACGGCTAAA
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTT
ATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTGATTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
GGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAG
AGGTAAGTGGAACTC
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JCABBY7 (Leu.
pseudomesenteroides)

JCABBS (Leu.
pseudomesenteroides)

JCABBS9 (L. fermentum)

TTTCAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAG
GCTGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGAATGAAACTTAGTGTC
GCATGATACGAAGTTAAAAGGCGCTTTGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGC
GGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATA
GCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAA
CTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTG
ATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTG
TTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGGAATGATTTTAGTTTGACGGTACCA
TACCAGAAAGGGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAT
GTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTT
GATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAA
ACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGGAACT

GCAAGTCGAACGCACAGCGAAAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCG
AACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTT
GGAAACAGATGCTAATACCGAATGAAACTTAGTGTCGCATGATACGAAGTTA
AAAGGCGCTTTGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGCATTAGTTAGTT
GGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGAC
TGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCT
GCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGC
GTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACA
GCTAGAATAGGGAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGGGACG
GCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCC
GGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTGATTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTAGAGTG
CAGTAGAGGTAAGTGGAACTCCTG

GAACGCGTTGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTC
GCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAG
CGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTC
GCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCT
GCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGATGC
ATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCC
ATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGC
CTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCT
CTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTA
TTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGG
TTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGG
AAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATG
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JCABB10 (L. plantarum)

JCABBL11 (L. plantarum)

JCABB12 (L. plantarum)

JCABB13 (L. plantarum)

GCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATT
TGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGC
GGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCG
CATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCG
CGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGT
AGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTG
ATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGT
TGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTT
TTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAAC
TGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCTG

CAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTT
GAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCG
GGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGC
ATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGC
GGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTA
GCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGA
TGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTT
GTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAA
CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACT
GGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATG

CAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTT
GAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCG
GGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGC
ATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGC
GGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTA
GCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGA
TGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTT
GTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAA
CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACT
GGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCAT

GTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGA
GTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAG
ATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATG
GCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGG
GGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATC
GGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAG
TGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTG
AGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTT
ATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCT
TCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAA
GAGGACAGTGGAAT
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JCABB14 (L. plantarum)

JCABB15 (L. plantarum)

JCABB16 (L. plantarum)

CAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTT
GAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCG
GGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGC
ATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGC
GGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTA
GCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGA
TGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTT
GTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAA
CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACT
GGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAC

AATCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGA
GTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGG
GGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCAT
GGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGG
CGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGC
CGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGAT
GGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTT
GTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAA
CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACT
GGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTC

AAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTG
AGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGG
GGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCA
TGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCG
GCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAG
CCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGAT
GGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTT
GTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAA
CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACT
GGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCTG
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JCABB17 (L. plantarum)

JCABB18 (L. helveticus)

JCABB19 (L. helveticus)

GCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATT
TGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGC
GGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCG
CATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCG
CGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGT
AGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTG
ATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGT
TGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTT
TTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAAC
TGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTC

AGTCGAGCGAGCAGAACCAGCAGATTTACTTCGGTAATGATGCTAGGGACG
CGAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGGAACCTGCCCCATAGTCTGG
GATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGGATAAGAAAGCAGATCGCATG
ATCAGCTTATAAAAGACGGCGTAAGCTGTCGCTATGGGATGGCCCCGCGGT
GCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCC
GAGTTGAGAGACTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGT
TGGTGAAGAAGGATAGAGGTAGTAACTGGCCTTTATTTGACGGTAATCAAC
CAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGAAGAA
TAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAACTGCATCGGAAACT
GTTTTTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAA

AATGCAAGTCGAGCGAGCAGAACCAGCAGATTTACTTCGGTAATGATGCTA
GGGACGCGAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGGAACCTGCCCCAT
AGTCTGGGATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGGATAAGAAAGCAGA
TCGCATGATCAGCTTATAAAAGACGGCGTAAGCTGTCGCTATGGGATGGCC
CCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAATGATG
CATAGCCGAGTTGAGAGACTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCC
CAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGT
CTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTC
TGTTGTTGGTGAAGAAGGATAGAGGTAGTAACTGGCCTTTATTTGACGGTAA
TCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGA
AGAATAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAACTGCATCGGA
AACTGTTTTTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCATG
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Anexo 2. Secuencias nucleotidicas de levaduras (LEV)

Cepa
JCABKM1
(Kluyveromyces
marxianus)

JCABKM2
(Kluyveromyces
marxianus)

Secuencia
AAGCAATTTATACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATT
TGATAGTACCTTTACTACTTGGTATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGC
TAAAAACCCCGACTGTTTGGAAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGCTC
TTCTGAGCTCTTTGATGATTCATAATAACTTTTCGAATCGCATGACTTCGTGTCG
GCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGGC
CTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGA
GCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACC
CAATCCTAATTCAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGCCCATTTGG
GTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAATTGGAG
GGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTA
AAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTTTGGGCTTGGTCAGCCGGTC
CGCTTTTTTGCGTGTACTGGTCCTGACCGAGCCTTTCCTTCTGGCTAACCTGTC
TCTCGGGGCAGGCGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAG
CAGGCCTTTGCTCGAATATATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTTTGGTTC
TATTTTGTTGGTTTCTAGGACCATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCA
TCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTG
CGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATC
GAAGATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGAT
CGGGTGGTGTTTTTTATATACCCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTT
GGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAA
GGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAA
CTCACCAGGTCCAGACACAATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATT
TTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTA
ATTGCGATAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGTGCGATTAGCTTTTGCT
GATTTTGACACTTCTTAGAGGGACTATCGATTTCAAGTCGATGGAAGTTTGAGG
CAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACAC
TGACGGAGCCAGCGAGTAATAACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGTAATCTTGTGA
AACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAGGAAT
TCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTAC
ACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCTTCCGGATCAG
CTTAGAGTAGAGGGCAACTTCCACTCGGGGCAGAGAAGCTAGT

TAAGCAATTTATACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTAT
TTGATAGTACCTTTACTACTTGGTATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATG
CTAAAAACCCCGACTGTTTGGAAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGCT
CTTCTGAGCTCTTTGATGATTCATAATAACTTTTCGAATCGCATGACTTCGTGTC
GGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGG
CCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGAGGG
AGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTAC
CCAATCCTAATTCAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGCCCATTTG
GGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAATTGGA
GGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATT
AAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTTTGGGCTTGGTCAGCCGGT
CCGCTTTTTTGCGTGTACTGGTCCTGACCGAGCCTTTCCTTCTGGCTAACCTGT
CTCTCGGGGCAGGCGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAA
GCAGGCCTTTGCTCGAATATATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTTTGGTT
CTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGC
ATCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACT
GCGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGAT
CGAAGATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGA
TCGGGTGGTGTTTTTTATATACCCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTT
GGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAA
GGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAA
CTCACCAGGTCCAGACACAATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATT
TTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTA
ATTGCGATAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGTGCGATTAGCTTTTGCT
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GATTTTGACACTTCTTAGAGGGACTATCGATTTCAAGTCGATGGAAGTTTGAGG
CAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACAC
TGACGGAGCCAGCGAGTAATAACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGTAATCTTGTGA
AACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAGGAAT
TCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTAC
ACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCTTCCGGATCAG
CTTAGAGTAGAGGGCAACTTCCACTCGGGGCAGAGAAGCTAGT

AAGCAATTTATACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATT
TGATAGTACCTTTACTACTTGGTATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGC
TAAAAACCCCGACTGTTTGGAAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGCTC
TTCTGAGCTCTTTGATGATTCATAATAACTTTTCGAATCGCATGACTTCGTGTCG
GCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGGC
CTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGA
GCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACC
CAATCCTAATTCAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGCCCATTTGG
GTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAATTGGAG
GGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTA
AAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTTTGGGCTTGGTCAGCCGGTC
CGCTTTTTTGCGTGTACTGGTCCTGACCGAGCCTTTCCTTCTGGCTAACCTGTC
TCTCGGGGCAGGCGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAG
CAGGCCTTTGCTCGAATATATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTTTGGTTC
TATTTTGTTGGTTTCTAGGACCATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCA
TCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTG
CGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATC
GAAGATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGAT
CGGGTGGTGTTTTTTATATACCCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTT
GGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAA
GGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAA
CTCACCAGGTCCAGACACAATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATT
TTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTA
ATTGCGATAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGTGCGATTAGCTTTTGCT
GATTTTGACACTTCTTAGAGGGACTATCGATTTCAAGTCGATGGAAGTTTGAGG
CAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACAC
TGACGGAGCCAGCGAGTAATAACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGTAATCTTGTGA
AACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAGGAAT
TCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTAC
ACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCTTCCGGATCAG
CTTAGAGTAGAGGGCAACTTCCACTCGGGGCAGAGAAGCTAGT

TAAGCAATTTATACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTAT
TTGATAGTACCTTTACTACTTGGTATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATG
CTAAAAACCCCGACTGTTTGGAAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGCT
CTTCTGAGCTCTTTGATGATTCATAATAACTTTTCGAATCGCATGACTTCGTGTC
GGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGG
CCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGAGGG
AGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTAC
CCAATCCTAATTCAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGCCCATTTG
GGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAATTGGA
GGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATT
AAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTTTGGGCTTGGTCAGCCGGT
CCGCTTTTTTGCGTGTACTGGTCCTGACCGAGCCTTTCCTTCTGGCTAACCTGT
CTCTCGGGGCAGGCGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAA
GCAGGCCTTTGCTCGAATATATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTTTGGTT
CTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGC
ATCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACT
GCGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGAT
CGAAGATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGA
TCGGGTGGTGTTTTTTATATACCCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTT
GGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAA
GGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAA
CTCACCAGGTCCAGACACAATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATT
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TTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTA
ATTGCGATAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGTGCGATTAGCTTTTGCT
GATTTTGACACTTCTTAGAGGGACTATCGATTTCAAGTCGATGGAAGTTTGAGG
CAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACAC
TGACGGAGCCAGCGAGTAATAACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGTAATCTTGTGA
AACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAGGAAT
TCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTAC
ACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCTTCCGGATCAG
CTTAGAGTAGAGGGCAACTTCCACTCGGGGCAGAGAAGCTAGT

TCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTTCCTTTACTACATGGATATCTGTGG
TAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAAATCTCGACCCTTTGGAAGAGATGTATTT
ATTAGATAAAAAATCAATGTCTTCGGACTCCTTGATGATTCATAATAACTTTTCG
AATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACT
TTCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAATAAG
GGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGG
CAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATTCAGGGAGGTAGTGACAATAAATA
ACGATACAGGGCCCATTCGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATGTAAATACC
TTAACGAGGAACAACTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCC
AGCTCCAGTAGCGTATATTAAAGTTGGTGCAGTTAAAGCTCGTAGTTGAACTTT
GGGTCTGGTTGTCCGGTCCGACTTTATGTCGCGCACTGGTTTTCAACCGGATC
TTTCATTCTGGCTAACCTGTACTCCTTGTGGGTGCAGGCGAACCAGGACTTTTA
CTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCGAAAGCTCGAATATATTAGCATG
GAATAATGGAATAGGACGTTTGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCATCGTAA
TGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCATCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTC
TTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCATT
AATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA
ACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGGTGGTGTTTTTCTTATGACCCACTCG
GCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGGAGTATGGTCGCAA
GGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGCAGCCTGC
GGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATAAGGA
TTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACCTTAAC
CTACTAAATAGGGTTGCTGGCACTTGCCGGTTGACTCTTCTTAGAGGGACTATC
GGTTTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGA
CGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCGAGTACAACCTTG
GCCGAGAGGTCTGGGTAATCTTGTGAAACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCAT
TGTAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTG
CGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTAGTACCGATTGA
ATGGCTTAGTGAGGCCTCAGGATTTGCTTAGAGAAGGGGGCAACTCCATCTCA
GAGCGAAGAAT

GCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTTCCTTTACTACATGG
ATATCTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAAATCTCGACCCTTTGGAAG
AGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGTCTTCGGACTCCTTGATGATTCATAAT
AACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCC
CTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGG
GGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCA
AGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATTCAGGGAGGTAGTGAC
AATAAATAACGATACAGGGCCCATTCGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATG
TAAATACCTTAACGAGGAACAACTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATTCCAGCTCCAGTAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTA
GTTGAACTTTGGGTCTGGTTGTCCGGTCCGACTTTATGTCGCGCACTGGTTTTC
AACCGGATCTTTCCTTCTGGCTAACCTGTACTCCTTGTGGGTGCAGGCGAACCA
GGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCGAAAGCTCGAATAT
ATTAGCATGGAATAATGGAATAGGACGTTTGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGA
CCATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCATCAGTATTCAATTGTCAGA
GGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGG
ACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGATGATCAGATACCG
TCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGGTGGTGTTTTTCTTA
TGACCCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGT
ATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGT
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GCAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACA
CAATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCA
TGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGA
GACCTTAACCTACTAAATAGGGTTGCTGGCACTTGCCGGTTGACTCTTCTTAGA
GGGACTATCGGTTTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGAT
GCCCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCGAGT
ACAACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGTAATCTTGTGAAACTCCGTCGTGCTGGGG
ATAGAGCATTGTAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCAAGTC
ATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTAGT
ACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCCTCAGGATTTGCTTAGAGAAGGGGGCAAC
TCCATCTCAGAGCGAAGAA

GCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTTCCTTTACTACATGGATATCTGT
GGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAAATCTCGACCCTTTGGAAGAGATGTAT
TTATTAGATAAAAAATCAATGTCTTCGGACTCCTTGATGATTCATAATAACTTTTC
GAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAAC
TTTCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAATAA
GGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAG
GCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATTCAGGGAGGTAGTGACAATAAA
TAACGATACAGGGCCCATTCGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATGTAAATA
CCTTAACGAGGAACAACTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATT
CCAGCTCCAGTAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAA
CTTTGGGTCTGGTTGTCCGGTCCGACTTTATGTCGCGCACTGGTTTTCAACCGG
ATCTTTCCTTCTGGCTAACCTGTACTCCTTGTGGGTGCAGGCGAACCAGGACTT
TTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCGAAAGCTCGAATATATTAGCA
TGGAATAATGGAATAGGACGTTTGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCATCGT
AATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCATCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAAT
TCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCA
TTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGATGATCAGATACCGTCGTAGTCT
TAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGGTGGTGTTTTTCTTATGACCCACT
CGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCA
AGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTG
CGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATAAGG
ATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTT
CTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACCTTAA
CCTACTAAATAGGGTTGCTGGCACTTGCCGGTTGACTCTTCTTAGAGGGACTAT
CGGTTTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAG
ACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCGAGTACAACCTT
GGCCGAGAGGTCTGGGTAATCTTGTGAAACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCA
TTGTAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTG
CGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTAGTACCGATTGA
ATGGCTTAGTGAGGCCTCAGGATTTGCTTAGAGAAGGGGGCAACTCCATCTCA
GAG

TGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTTCCTTTACTACATG
GATATCTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAAATCTCGACCCTTTGGAA
GAGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGTCTTCGGACTCCTTGATGATTCATA
ATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTG
CCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTTTCAACGGGTAAC
GGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACAT
CCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATTCAGGGAGGTAGT
GACAATAAATAACGATACAGGGCCCATTCGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACA
ATGTAAATACCTTAACGAGGAACAACTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATTCCAGCTCCAGTAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTC
GTAGTTGAACTTTGGGTCTGGTTGTCCGGTCCGACTTTATGTCGCGCACTGGTT
TTCAACCGGATCTTTCCTTCTGGCTAACCTGTACTCCTTGTGGGTGCAGGCGAA
CCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCGAAAGCTCGAA
TATATTAGCATGGAATAATGGAATAGGACGTTTGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTA
GGACCATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCATCAGTATTCAATTGTC
AGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCA
AGGACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGATGATCAGATA
CCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGGTGGTGTTTTTC
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TTATGACCCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGG
AGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGG
AGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAG
ACACAATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGT
GCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAA
CGAGACCTTAACCTACTAAATAGGGTTGCTGGCACTTGCCGGTTGACTCTTCTT
AGAGGGACTATCGGTTTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGT
GATGCCCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCG
AGTACAACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGTAATCTTGTGAAACTCCGTCGTGCTG
GGGATAGAGCATTGTAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCAA
GTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCT
AGTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCCTCAGGATTTGCTTAGAGAAGGGGGC
AACTCCATCTCAGAGCGAAGA

TTTATACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAG
TTCCTTTACTACATGGATATCTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAAAT
CTCGACCCTTTGGAAGAGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGTCTTCGGACT
CCTTGATGATTCATAATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGT
TCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATG
GTTTCAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAG
AAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTA
ATTCAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGCCCATTCGGGTCTTGTA
ATTGGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAACTGGAGGGCAAGTC
TGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAGTAGCGTATATTAAAGTTGTTG
CAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTTTGGGTCTGGTTGTCCGGTCCGACTTTAT
GTCGCGCACTGGTTTTCAACCGGATCTTTCCTTCTGGCTAACCTGTACTCCTTG
TGGGTGCAGGCGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCA
GGCGAAAGCTCGAATATATTAGCATGGAATAATGGAATAGGACGTTTGGTTCTA
TTTTGTTGGTTTCTAGGACCATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCATC
AGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCG
AAAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGA
AGATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCG
GGTGGTGTTTTTCTTATGACCCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTG
GGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAG
GGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACT
CACCAGGTCCAGACACAATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTT
GTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAAT
TGCGATAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGGGTTGCTGGCACTTGCCG
GTTGACTCTTCTTAGAGGGACTATCGGTTTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAA
TAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGA
CGGAGCCAGCGAGTACAACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGTAATCTTGTGAAACT
CCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGTAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCT
AGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACAC
CGCCCGTCGCTAGTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCCTCAGGATTTGCTTA
GAGAAGGGGGCAACTCCATCTCAGAGCGAAGAAT

AGCAATTATACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTG
ATAGTACCTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAA
AATCCCGACTGTTTGGAAGGGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGCCTTCG
GGCTCTTTGATGATTCATAATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGA
TGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGGCCTAC
CATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCT
GAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATC
CCGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGCCCTTTCGGGTCT
TGTAATTGGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCA
AGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAAAAGCGTATATTAAAGTT
GTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACCTTGGGCTTGGCTGGCCGGTCCATC
TTTTTTGATGCGTACTGGACCCAGCCGAGCCTTTCCTTCTGGCTAGCCTTTTGG
CGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCCTTTGCT
CGAATATATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTTATGGTTCTATTTTGTTGGT
TTCTAGGACCATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGTATCAGTATTCAGT
TGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTACTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTT
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ACCAAGGACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGATGATCA
GATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGTTGTTGTT
CTTTTATTGACGCAATCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGG
GGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACC
AGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTC
CAGACACAATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGT
GGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAAC
GAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGTGCTGCTAGCATTTGCTGGTATAGTCAC
TTCTTAGAGGGACTATCGATTTCAAGTCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGT
CTGTGATGCCCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCC
AGCGAGTATAAACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGAAATCTTGTGAAACTCCGTCG
TGCTGGGGATAGAGCATTGTAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAG
CGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCC
GTCGCTACTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCTTCCGGATTGGTTTAGAGAAG
GGGGCAACTCCATCTTGGAACCGAGAAGCT

TGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTTCCTTTACTACATG
GATATCTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAAATCTCGACCCTTTGGAA
GAGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGTCTTCGGACTCCTTGATGATTCATA
ATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTG
CCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTTTCAACGGGTAAC
GGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACAT
CCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATTCAGGGAGGTAGT
GACAATAAATAACGATACAGGGCCCATTCGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACA
ATGTAAATACCTTAACGAGGAACAACTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATTCCAGCTCCAGTAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTC
GTAGTTGAACTTTGGGTCTGGTTGTCCGGTCCGACTTTATGTCGCGCACTGGTT
TTCAACCGGATCTTTCCTTCTGGCTAACCTGTACTCCTTGTGGGTGCAGGCGAA
CCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCGAAAGCTCGAA
TATATTAGCATGGAATAATGGAATAGGACGTTTGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTA
GGACCATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCATCAGTATTCAATTGTC
AGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCA
AGGACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGATGATCAGATA
CCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGGTGGTGTTTTTC
TTATGACCCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGG
AGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGG
AGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAG
ACACAATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGT
GCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAA
CGAGACCTTAACCTACTAAATAGGGTTGCTGGCACTTGCCGGTTGACTCTTCTT
AGAGGGACTATCGGTTTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGT
GATGCCCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCG
AGTACAACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGTAATCTTGTGAAACTCCGTCGTGCTG
GGGATAGAGCATTGTAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCAA
GTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCT
AGTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCCTCAGGATTTGCTTAGAGAAGGGGGC
AACTCCATCTCAGAGCGAAGAATCTG

TACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTTCC
TTTACTACATGGATATCTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAAATCTCG
ACCCTTTGGAAGAGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGTCTTCGGACTCCTT
GATGATTCATAATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCAT
TCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTTT
CAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAAC
GGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATTC
AGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGCCCATTCGGGTCTTGTAATT
GGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAACTGGAGGGCAAGTCTG
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAGTAGCGTATATTAAAGTTGTTGC
AGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTTTGGGTCTGGTTGTCCGGTCCGACTTTATG
TCGCGCACTGGTTTTCAACCGGATCTTTCCTTCTGGCTAACCTGTACTCCTTGT
GGGTGCAGGCGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAG
GCGAAAGCTCGAATATATTAGCATGGAATAATGGAATAGGACGTTTGGTTCTAT
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JCABKL13
(Kluyveromyces
lactis)

JCABDH14
(Debaryomyces
hansenii)

TTTGTTGGTTTCTAGGACCATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCATCA
GTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGA
AAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAA
GATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGG
GTGGTGTTTTTCTTATGACCCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGG
GTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGG
GCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTC
ACCAGGTCCAGACACAATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTG
TGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATT
GCGATAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGGGTTGCTGGCACTTGCCGG
TTGACTCTTCTTAGAGGGACTATCGGTTTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAAT
AACAGGTCTGTGATGCCCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGAC
GGAGCCAGCGAGTACAACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGTAATCTTGTGAAACTC
CGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGTAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTA
GTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACC
GCCCGTCGCTAGTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCCTCAGGATTTGCTTAG
AGAAGGGGGCAACTCCATCTCAGA

TACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTTCC
TTTACTACATGGATATCTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAAATCTCG
ACCCTTTGGAAGAGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGTCTTCGGACTCCTT
GATGATTCATAATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCAT
TCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTTT
CAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAAC
GGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATTC
AGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGCCCATTCGGGTCTTGTAATT
GGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAACTGGAGGGCAAGTCTG
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAGTAGCGTATATTAAAGTTGTTGC
AGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTTTGGGTCTGGTTGTCCGGTCCGACTTTATG
TCGCGCACTGGTTTTCAACCGGATCTTTCCTTCTGGCTAACCTGTACTCCTTGT
GGGTGCAGGCGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAG
GCGAAAGCTCGAATATATTAGCATGGAATAATGGAATAGGACGTTTGGTTCTAT
TTTGTTGGTTTCTAGGACCATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCATCA
GTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGA
AAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAA
GATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGG
GTGGTGTTTTTCTTATGACCCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGG
GTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGG
GCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTC
ACCAGGTCCAGACACAATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTG
TGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATT
GCGATAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGGGTTGCTGGCACTTGCCGG
TTGACTCTTCTTAGAGGGACTATCGGTTTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAAT
AACAGGTCTGTGATGCCCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGAC
GGAGCCAGCGAGTACAACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGTAATCTTGTGAAACTC
CGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGTAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTA
GTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACC
GCCCGTCGCTAGTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCCTCAGGATTTGCTTAG
AGAAGGGGGCAACTCCATCTCAGA

TACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTACC
TTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTAAAAATCCCG
ACTGTTTGGAAGGGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGCTTTTCGGAGCTCT
TTGATGATTCATAATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTC
ATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTT
TCAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAA
CGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACA
CGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGCCCTTTCGGGTCTTGTAAT
TGGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTG
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCA
GTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACCTTGGGCTTGGTTGGCCGGTCCGCCTTTTTGG
CGAGTACTGGACCCAACCGAGCCTTTCCTTCTGGCTAACCTTTCGCCCTTGTG
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JCABSC16
(Saccharomyces
cerevisiae)

JCATD17
(Torulaspora
delbrueckii)

GTGTTTGGCGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGG
CCTTTGCTCGAATATATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTTATGGTTCTATT
TTGTTGGTTTCTAGGACCATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCATCA
GTATTCAGTTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTACTGAAGACTAACTACTGCG
AAAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGA
AGATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCG
GGTGTTGTTCTTTTTTTGACGCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTG
GGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAG
GGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACT
CACCAGGTCCAGACACAATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTT
GTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAAT
TGCGATAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGTGCTGCTAGCTTTTGCTGG
TATAGTCACTTCTTAGAGGGACTATCGATTTCAAGTCGATGGAAGTTTGAGGCA
ATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTG
ACGGAGCCAACGAGTATTAACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGAAATCTTGTGAAA
CTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGTAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTC
CTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACAC
ACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCCTCCGGATTGGTT
TAAAGAAGGGGGCAACTCCATCTTGGAACCGAAAAGCTGGTC

TTCTCCGCTCTGAGATGGAGTTGCCCCCTTCTCTAAGCAGATCCTGAGGCCTCA
CTAAGCCATTCAATCGGTACTAGCGACGGGCGGTGTGTACAAAGGGCAGGGA
CGTAATCAACGCAAGCTGATGACTTGCGCTTACTAGGAATTCCTCGTTGAAGAG
CAATAATTACAATGCTCTATCCCCAGCACGACGGAGTTTCACAAGATTACCAAG
ACCTCTCGGCCAAGGTTAGACTCGCTGGCTCCGTCAGTGTAGCGCGCGTGCG
GCCCAGAACGTCTAAGGGCATCACAGACCTGTTATTGCCTCAAACTTCCATCG
GCTTGAAACCGATAGTCCCTCTAAGAAGTGGACAACCAGCAAATGCTAGCACC
ACTATTTAGTAGGTTAAGGTCTCGTTCGTTATCGCAATTAAGCAGACAAATCACT
CCACCAACTAAGAACGGCCATGCACCACCACCCACAAAATCAAGAAAGAGCTC
TCAATCTGTCAATCCTTATTGTGTCTGGACCTGGTGAGTTTCCCCGTGTTGAGT
CAAATTAAGCCGCAGGCTCCACTCCTGGTGGTGCCCTTCCGTCAATTCCTTTAA
GTTTCAGCCTTGCGACCATACTCCCCCCAGAACCCAAAGACTTTGATTTCTCGT
AAGGTGCCGAGTGGGTCATTAAAAAAACACCACCCGATCCCTAGTCGGCATAG
TTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCATCTTCGATCCCCTAACTTTCGTT
CTTGATTAATGAAAACGTCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTAGTTAGTCTTCAATA
AATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTGAATACTGATGCCCCCGACCGTCCCTA
TTAATCATTACGATGGTCCTAGAAACCAACAAAATAGAACCAAACGTCCTATTCT
ATTATTCCATGCTAATATATTCGAGCAATACGCCTGCTTTGAACACTCTAATTTTT
TCAAAGTAAAAGTCCCGGTTCGCCAAGAGCCACAAGGACTCAAGGTTAGCCAG
AAGGAAAGGCCCCGTTGGAAATCCAGTGCACGAAAAAATCGGACCGGTCAACC
GGGTCCAAAGTTCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAACTTTAATATACGCTAT
TGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATTGTTCC
TCGTTAAGGTATTTACATTGTACTCATTCCAATTACAAGACCCGAATGGGCCCT
GTATCGTTATATATTGTCACTACCTCCCTGAATTAGGATTGGGTAATTTGCGCGC
CTGCTGCCTTCCTTGGATGTGGTAGCCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGGAATC
GAACCCTTATTCCCCGTTACCCGTTGAAACCATGGTAGGCCACTATCCTACCAT
CGAAAGTTGATAGGGCAGAAATTTGAATGAACCATCGCCAGCACAAGGCCATG
CGATTCGAAAAGTTATTATGAATCATCAAAGAGTCCGAAGACATTGATTTTTTAT
CTAATAAATACATCTCTTCCAAAGGGTCGAGATTTTAAGCATGTATTAGCTCTAG
AATTACCACAGTTATACCATGTAGTAAAGGAACTATCAAATAAACGATAACTGAT
TTAATGAGCCATTCGCAGTTTCACTGTATAAA

TGTCTAAGTATAAGCAATTTATACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGT
TATCGTTTATTTGATAGTTCCTTTACTACATGGTATAACTGTGGTAATTCTAGAG
CTAATACATGCTTAAAATCTCGACCTTTGGAAGAGATGTATTTATTAGATAAAAA
ATCAATGTCTTCGGACTCTTTGATGATTCATAATAACTTTTCGAATCGCATGGCC
TTGTGCTGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGG
ATAGTGGCCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCG
GAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGC
AAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGC
CCATTCGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAAC
AATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGC
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JCABCO18
(Candida
orthopsilopsis)

JCABSC21
(Saccharomyces
cerevisiae)

GTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTTTGGGCCTGGTT
GGCCGGTCCGATTTTTTCGTGTACTGGTTTCCAACCGGGCCTTTCCTTCTGGCT
AACCTTGGGTCCTTGTGGCCCTTGGCGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATT
AGAGTGTTCAAAGCAGGCGTATTGCTCGAATATATTAGCATGGAATAATAGAAT
AGGACGTTTGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCATCGTAATGATTAATAGGG
ACGGTCGGGGGCATCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTG
AAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCATTAATCAAGAACG
AAAGTTAGGGGATCGAAGATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTA
TGCCGACTAGGGATCGGGTGGTGTTTTTTTACTGACCCACTCGGCACCTTACG
AGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTT
AAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGA
CTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATAAGGATTGACAGATTGA
GAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGA
GTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGT
GGTGCTAGCATTTGCTGGTTATCCACTTCTTAGAGGGACTATCGGTTTCAAGCC
GATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGACGTTCTGGGCC
GCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCGAGTCTAACCTTGGCCGAGAGGTC
TGGGTAATCTTGTGAAACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGTAATTATTGC
TCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGT
CCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTAGTACCGATTGAATGGCTTAGTG
AGGCCTCAGGATCTGCTTAGAGAAGGGGGCAACTCCATCTCAGAGCGGAGAAT

TTATACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGT
ACCTTACTACTTGGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAAATCC
CGACTGTTTGGAAGGGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGCCTTCGGGCTC
TTTGATGATTCATAATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTC
ATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTT
TCAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAA
CGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACA
CGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGCCCTTTCGGGTCTTGTAAT
TGGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTG
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAAAAGCGTATATTAAAGTTGTTGCA
GTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACCTTGGGCTTGGCTGGCCGGTCCATCTTTTTTG
ATGCGTACTGGACCCAGCCGAGCCTTTCCTTCTGGCTAGCCTTTTGGCGAACC
AGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCCTTTGCTCGAATAT
ATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTTATGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGG
ACCATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGTATCAGTATTCAGTTGTCAGA
GGTGAAATTCTTGGATTTACTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTACCAAGG
ACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGATGATCAGATACCG
TCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGTTGTTGTTCTTTTATT
GACGCAATCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTA
TGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTG
GAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACAC
AATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCAT
GGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAG
ACCTTAACCTACTAAATAGTGCTGCTAGCATTTGCTGGTATAGTCACTTCTTAGA
GGGACTATCGATTTCAAGTCGATGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATG
CCCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGACGGAGCCAGCGAGTA
TAAACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGAAATCTTGTGAAACTCCGTCGTGCTGGGG
ATAGAGCATTGTAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCAAGTC
ATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACT
ACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCTTCCGGATTGGTTTAGAGAAGGGGGCAAC
TCCATCTTGGAACCGAGAAGCTAGT

TGTATGACAAGTTTGTCCAATTCTCCGCTCTGAGATGGAGTTGCCCCCTTCTCT
AAGCAGATCCTGAGGCCTCACTAAGCCATTCAATCGGTACTAGCGACGGGCGG
TGTGTACAAAGGGCAGGGACGTAATCAACGCAAGCTGATGACTTGCGCTTACT
AGGAATTCCTCGTTGAAGAGCAATAATTACAATGCTCTATCCCCAGCACGACGG
AGTTTCACAAGATTACCAAGACCTCTCGGCCAAGGTTAGACTCGCTGGCTCCG
TCAGTGTAGCGCGCGTGCGGCCCAGAACGTCTAAGGGCATCACAGACCTGTTA
TTGCCTCAAACTTCCATCGGCTTGAAACCGATAGTCCCTCTAAGAAGTGGATAA
CCAGCAAATGCTAGCACCACTATTTAGTAGGTTAAGGTCTCGTTCGTTATCGCA
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JCABKL22
(Kluyveromyces
lactis)

JCABSC23
(Saccharomyces
cerevisiae)

ATTAAGCAGACAAATCACTCCACCAACTAAGAACGGCCATGCACCACCACCCA
CAAAATCAAGAAAGAGCTCTCAATCTGTCAATCCTTATTGTGTCTGGACCTGGT
GAGTTTCCCCGTGTTGAGTCAAATTAAGCCGCAGGCTCCACTCCTTGTGGTGC
CCTTCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCAGCCTTGCGACCATACTCCCCCCAGAACC
CAAAGACTTTGATTTCTCGTAAGGTGCCGAGTGGGTCATTAAAAAAAACACCAC
CCGATCCCTAGTCGGCATAGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCATC
TTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACGTCCTTGGCAAATGCTTT
CGCAGTAGTTAGTCTTCAATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTGAATACT
GATGCCCCCGACCGTCCCTATTAATCATTACGATGGTCCTAGAAACCAACAAAA
TAGAACCAAACGTCCTATTCTATTATTCCATGCTAATATATTCGAGCAATACGCC
TGCTTTGAACACTCTAATTTTTTTCAAAGTAAAAGTCCTGGGTTCGCCAAGAGCC
ACAAGGACTCAAGGTTAGCCAGAAGGAAAGGCCCCGTTGGAAATCCAGTACAC
GAAAAAATCGGACCGGCCAACCGGGCCCAAAGTTCAACTACGAGCTTTTTAAC
TGCAACAACTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCAC
CAGACTTGCCCTCCAATTGTTCCTCGTTAAGGTATTTACATTGTACTCATTCCAA
TTACAAGACCCGAATGGGCCCTGTATCGTTATTTATTGTCACTACCTCCCTGAAT
TAGGATTGGGTAATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTTGGATGTGGTAGCCGTTTC
TCAGGCTCCCTCTCCGGAATCGAACCCTTATTCCCCGTTACCCGTTGAAACCAT
GGTAGGCCACTATCCTACCATCGAAAGTTGATAGGGCAGAAATTTGAATGAACC
ATCGCCAGCACAAGGCCATGCGATTCGAAAAGTTATTATGAATCATCAAAGAGT
CCGAAGACATTGATTTTTTATCTAATAAATACATCTCTTCCAAAGGGTCGAGATT
TTAAGCATGTATTAGCTCTAGAATTACCACAGTTATACCATGTAGTAAAGGAACT
ATCAAATAAACGATAACTGATTTAATGAGCCATTCGCAGTTTCACTGTATAAATT
GCTTATACTAGACA

TACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTTCC
TTTACTACATGGATATCTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAAATCTCG
ACCCTTTGGAAGAGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGTCTTCGGACTCCTT
GATGATTCATAATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGGTTCAT
TCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGGTTT
CAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAAC
GGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATTC
AGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGCCCATTCGGGTCTTGTAATT
GGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAACTGGAGGGCAAGTCTG
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAGTAGCGTATATTAAAGTTGTTGC
AGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTTTGGGTCTGGTTGTCCGGTCCGACTTTATG
TCGCGCACTGGTTTTCAACCGGATCTTTCCTTCTGGCTAACCTGTACTCCTTGT
GGGTGCAGGCGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAG
GCGAAAGCTCGAATATATTAGCATGGAATAATGGAATAGGACGTTTGGTTCTAT
TTTGTTGGTTTCTAGGACCATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCATCA
GTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGA
AAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAA
GATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGG
GTGGTGTTTTTCTTATGACCCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGG
GTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGG
GCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTC
ACCAGGTCCAGACACAATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTG
TGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATT
GCGATAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGGGTTGCTGGCACTTGCCGG
TTGACTCTTCTTAGAGGGACTATCGGTTTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAAT
AACAGGTCTGTGATGCCCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGAC
GGAGCCAGCGAGTACAACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGTAATCTTGTGAAACTC
CGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGTAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTA
GTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACC
GCCCGTCGCTAGTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCCTCAGGATTTGCTTAG
AGAAGGGGGCAACTCCATCTCAGAGCGAAGAATC

TTCTCCGCTCTGAGATGGAGTTGCCCCCTTCTCTAAGCAGATCCTGAGGCCTCA
CTAAGCCATTCAATCGGTACTAGCGACGGGCGGTGTGTACAAAGGGCAGGGA
CGTAATCAACGCAAGCTGATGACTTGCGCTTACTAGGAATTCCTCGTTGAAGAG
CAATAATTACAATGCTCTATCCCCAGCACGACGGAGTTTCACAAGATTACCAAG
ACCTCTCGGCCAAGGTTAGACTCGCTGGCTCCGTCAGTGTAGCGCGCGTGCG
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JCABKL24
(Kluyveromyces
lactis)

GCCCAGAACGTCTAAGGGCATCACAGACCTGTTATTGCCTCAAACTTCCATCG
GCTTGAAACCGATAGTCCCTCTAAGAAGTGGACAACCAGCAAATGCTAGCACC
ACTATTTAGTAGGTTAAGGTCTCGTTCGTTATCGCAATTAAGCAGACAAATCACT
CCACCAACTAAGAACGGCCATGCACCACCACCCACAAAATCAAGAAAGAGCTC
TCAATCTGTCAATCCTTATTGTGTCTGGACCTGGTGAGTTTCCCCGTGTTGAGT
CAAATTAAGCCGCAGGCTCCACTCCTGGTGGTGCCCTTCCGTCAATTCCTTTAA
GTTTCAGCCTTGCGACCATACTCCCCCCAGAACCCAAAGACTTTGATTTCTCGT
AAGGTGCCGAGTGGGTCATTAAAAAAACACCACCCGATCCCTAGTCGGCATAG
TTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCATCTTCGATCCCCTAACTTTCGTT
CTTGATTAATGAAAACGTCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTAGTTAGTCTTCAATA
AATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTGAATACTGATGCCCCCGACCGTCCCTA
TTAATCATTACGATGGTCCTAGAAACCAACAAAATAGAACCAAACGTCCTATTCT
ATTATTCCATGCTAATATATTCGAGCGATACGCCTGCTTTGAACACTCTAATTTT
TTTCAAAGTAAAAGTCCCGGTTCGCCAAGAGCCACAAGGACTCAAGGTTAGCC
AGAACGAAAGGCCCCGTTGGAATTCCAGTGCACGAAAAAATCGGACCGGCCAA
CCGGGCCCAAAGTTCAACTACGAGCTTTTTAACTGCACCAACTTTAATTATACC
GGCTAATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAA
TTGTTCCTCGTTAAGGTATTTACATTGTACTCATTCCAATTACAAGACCCGAATG
GGCCCTGTATCGTTATATATTGTCACTACCTCCCTGAATTAGGATTGGGTAATTT
GCGCGCCTGCTGCCTTCCTTGGATGTGGTAGCCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCC
GGAATCGAACCCTTATTCCCCGTTACCCGTTGAAACCATGGTAGGCCACTATCC
TACCATCGAAAGTTGATAGGGCAGAAATTTGAATGAACCATCGCCAGCACAAG
GCCATGCGATTCGAAAAGTTATTATGAATCATCAAAGAGTCCGAAGACATTGAT
TTTTTATCTAATAAATACATCTCTTCCAAAGGGTCGAGATTTTAAGCATGTATTAG
CTCTAGAATTACCACAGTTATACCATGTAGTAAAGGAACTATCAAATAAACGATA
ACTGATTTAATGAGCCATTCGCAGTTTCACTGTAT

ATTTATACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATA
GTTCCTTTACTACATGGATATCTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAAA
TCTCGACCCTTTGGAAGAGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATGTCTTCGGAC
TCCTTGATGATTCATAATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCGATGG
TTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATG
GTTTCAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAG
AAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTA
ATTCAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGGGCCCATTCGGGTCTTGTA
ATTGGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAACTGGAGGGCAAGTC
TGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAGTAGCGTATATTAAAGTTGTTG
CAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTTTGGGTCTGGTTGTCCGGTCCGACTTTAT
GTCGCGCACTGGTTTTCAACCGGATCTTTCCTTCTGGCTAACCTGTACTCCTTG
TGGGTGCAGGCGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCA
GGCGAAAGCTCGAATATATTAGCATGGAATAATGGAATAGGACGTTTGGTTCTA
TTTTGTTGGTTTCTAGGACCATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGGCATC
AGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCG
AAAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGA
AGATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCG
GGTGGTGTTTTTCTTATGACCCACTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTG
GGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAG
GGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACT
CACCAGGTCCAGACACAATAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTT
GTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAAT
TGCGATAACGAACGAGACCTTAACCTACTAAATAGGGTTGCTGGCACTTGCCG
GTTGACTCTTCTTAGAGGGACTATCGGTTTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAA
TAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGA
CGGAGCCAGCGAGTACAACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGTAATCTTGTGAAACT
CCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGTAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCT
AGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACAC
CGCCCGTCGCTAGTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGCCTCAGGATTTGCTTA
GAGAAGGGGGCAACTCCATCTCAGAGCGAAGAATCTGGT
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Anexo 3 Formato del cuestionario usado para el estudio del Perfil Ideal del queso

crema.

A. Nombre

STUDIO EN QUESO CREMA

No. Cuestionario

B. ¢En qué rango esta su edad? (Seleccione una opcién con una X)

16- 20 afios (1)

21-27 afios (2)

28-44 afios (3)

45-54 afios (4)

Mas de 55 afios (5)

C. . Sexo?

Masculino (1)

Femenino (2)

D. Lugar de origen (Estado, localidad)

E. ¢ Qué tipo de queso consume regularmente?

Panela

De hebra

Crema

Manchego

Otro (especifique)

F. ¢Consume queso crema?

Si No

G. Si consume gueso crema, indique con qué frecuencia lo hace (margue con una X)

Diario (1)

Unavezala
semana (2)

Una vez al mes

(©)

Eventualmente (4)

H. ¢En qué forma consume el queso crema? (Marque con una X)

Desmoronado

Untado

Quesadillas

Solo

Otro (especifique)

I. De los quesos que encuentran disponibles en el mercado, cual queso prefiere consumir

J. ¢Consume quesos elaborados con leche cruda?

Si No

;Cual?
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MUESTRA

Al. ;Qué intensidad tiene el COLOR CREMA de la muestra? (Coloque una marca en la linea)
Nada Mucho

A2. ;Qué intensidad de COLOR CREMA seria el ideal de su preferencia? (Coloque una marca en la
linea)
Nada Mucho

B1l. ¢ Qué intensidad de OLOR tiene la muestra? (Coloque una marca en la linea)
Nada Mucho

B2. ¢ Qué intensidad de OLOR seria el ideal de su preferencia? (Coloque una marca en la linea)
Nada Mucho

B3. ¢ Qué tipo de OLOR identifica usted en la muestra?

R:

Cl. ¢ Qué nivel de DUREZA AL TACTO tiene la muestra? (Cologue una marca en la linea)
Nada Mucho

C2. ¢Qué nivel de DUREZA AL TACTO seria el ideal de su preferencia? (Coloque una marca en la linea)
Nada Mucho

D1. ¢ Qué nivel de DUREZA EN BOCA tiene la muestra? (Coloque una marca en la linea)
Nada Mucho

D2. ¢ Qué nivel de DUREZA EN BOCA seria el ideal de su preferencia? (Coloque una marca en la linea)
Nada Mucho

El. ¢ Qué tan SALADA es esta muestra? (Coloque una marca en la linea)
Nada Mucho

E2. ¢ Qué nivel de SALADO seria el ideal de su preferencia? (Cologue una marca en la linea)
Nada Mucho

F1. ¢ Qué tan AMARGA es esta muestra? (Coloque una marca en la linea)
Nada Mucho

F.2 ¢ Qué nivel de AMARGOR seria el ideal de su preferencia? (Cologue una marca en la linea)
Nada Mucho
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G1. ¢Qué tan ACIDA es esta muestra? (Cologue una marca en la linea)
Nada Mucho

G2. ¢Qué nivel de ACIDEZ seria el ideal de su preferencia? (Coloque una marca en la linea)
Nada Mucho

H1. ¢ Qué tan ELASTICA es esta muestra? (Coloque una marca en la linea)
Nada Mucho

H2. ¢ Qué nivel de ELASTICIDAD seria el ideal de su preferencia? (Coloque una marca en la linea)
Nada Mucho

11 ¢ Que intensidad de OLOR a ESTABLO tiene la muestra? (Coloque una marca en la linea)
Nada Mucho

11 ¢Que intensidad de OLOR a ESTABLO seria el ideal de su preferencia? (Coloque una marca en la
linea)
Nada Mucho

9. ¢ Diria que este producto es ACEPTABLE? SI [] NO [
10. ¢ COMPRARIA este producto si estuviera disponible en el mercado? SI [] NO[]

11. ¢ Compraria este producto si supiera que fue fabricado con leche cruda? Sl [] NO []
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