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RESUMEN

El Queso Crema de Chiapas es un producto lacteo artesanal, tradicional y emblematico
de varios municipios de este estado. Su elaboracion no incluye la pasteurizacion de la
leche y agrega la adicion de cuajo para obtener la masa blanda de este producto
alimenticio. La microbiota presente en la leche que se utiliza para su elaboracion tiene
una funcion de gran importancia, pues de ésta dependen las caracteristicas
organolépticas (aroma, sabor y textura, entre otros) que diferencian a este queso de
otros. Los antecedentes han mostrado que en el proceso de fermentacion bacteriano
durante la maduraciébn de los quesos, se pueden generar de novo productos
metabdlicos, que no so6lo son responsables de las caracteristicas organolépticas de
este alimento, sino también pueden mostrar propiedades benéficas a la salud. Entre
estos metabolitos se ha identificado al &cido gamma aminobutirico (GABA), que ha
mostrado efectos sobre el sistema nervioso central (SNC) y como resultado de ello es
capaz de inducir relajacion y disminuir la ansiedad. Ademas influye en funciones
fisioldégicas en muchos sistemas fuera del SNC, mostrando un efecto antihipertensivo,
regulacion de funciones cardiovasculares, mejora de la inmunidad bajo condiciones de
estrés, inhibicidbn de metéastasis en células cancerigenas, regulacion de funciones en
la hipdfisis, produccion de hormona del crecimiento, asi como participacion en la
fertilizacion de mamiferos y la modulacion de funciones renales. Por lo tanto, este
estudio tiene como objetivo la identificaciéon y seleccion de cepas de BAL aisladas de
gueso crema de Chiapas con capacidad para producir GABA. Para ello se evaluaron
38 cepas de BAL pertenecientes al cepario del Laboratorio de Quimica y Biotecnologia
de Productos Lacteos del Centro de Investigacion y Desarrollo, A.C., mediante la
prueba de glutamato descarboxilasa (GAD). Los resultados mostraron que todas las
cepas fueron capaces de producir GABA y el grado de produccién fue dependiente de

la produccién de enzima GAD, que a su vez fue cepadependiente.



|. INTRODUCCION

El Queso crema de Chiapas (QCC) proviene de la regién norte del mismo estado,
aunque existen versiones de su elaboracion que mencionan a otras regiones
convirtiendo al QCC en un producto tradicional, emblematico del estado de Chiapas,
elaborado en varios municipios, reconocido en la entidad y algunas ciudades de otros
estados (Villegas et al., 2011a). En un principio, su elaboracion fue una actividad
finquera para autoabastecimiento de haciendas con grandes hatos de ganado. El
procedimiento se adecud a condiciones de produccidon como la ordefia una vez al dia,
reposo de leche para desnatarla, utilizacion de cuajo, corte de cuajada con cuchillo,
manteado en bolsa de tela, prensado con piedras o madera, empacado y manejado
en hojas de platano (Cervantes et al., 2008). Por su elaboracion artesanal, la leche no
se pasteuriza y la cuajada se forma por el cuajo afiadido (Torres-Llanez et al., 2006).
Los primeros estudios con este producto fueron dirigidos a la investigacion de
la microbiota presente en este alimento, responsable de las propiedades
organolépticas del mismo. Se ha reportado que en cultivos iniciadores para la
elaboracién de quesos predominan cepas de bacterias acido lacticas (BAL) como son
Lactococcus lactis (L. lactis) y algunas especies de Lactobacillus, Streptococcus y
Leuconostoc (Smit et al., 2005), lo que hace suponer la presencia de estas bacterias
en el QCC. En un estudio realizado por Corzo. (2014), se aislaron y seleccionaron
cepas de BAL del QCC, las cuales fueron caracterizadas con base en propiedades
sensoriales deseadas para productos lacteos. Las cepas aisladas pertenecen a
Enterococcus durans y Enterococcus faecium. Aunado a la funcién principal de las
BAL como responsables de propiedades organolépticas en productos lacteos, se ha
reportado que éstas pueden generar metabolitos derivados de la fermentacion
bacteriana, capaces de mostrar beneficios a la salud una vez consumido el alimento
que lo contiene (Topisirovic et al., 2006). Entre estos metabolitos destaca el acido
gamma-aminobutirico (GABA), que es producido por la descarboxilacion del &cido
glutdmico por accion de la enzima glutamato descarboxilasa (GAD) (Buddhala et al.,
2009). GABA desempefia un papel fundamental como neurotransmisor en el SNC y
tejidos periféricos (Jin et al., 2013). Se ha demostrado también su participacion en la
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disminucién de la presién arterial (siendo éste uno de los efectos mas estudiados) en
animales y seres humanos, asi como en mecanismos cardiovasculares (Marina et al.,
2014; Cabeza et al., 2008). También se ha reportado que GABA es una molécula
inmunomoduladora efectiva que puede inhibir la metastasis de células cancerigenas
(Adham et al., 2006). Aunque GABA existe naturalmente en muchos tipos de alimentos
en niveles bajos, se ha reportado que puede producirse en altas concentraciones por
ciertos tipos de BAL (Adham et al., 2006). Lo anterior, en adicién a la necesidad de
obtener un mayor conocimiento sobre los beneficios que el QCC puede brindar al
consumidor, asi como el aporte a la ciencia en la mejora de la salud a través de la
alimentacion, da lugar a la busqueda e identificacion de cepas nativas del QCC
capaces de producir GABA. De manera que este estudio tiene como enfoque principal

la seleccion de cepas de BAL productoras de GABA, derivadas del QCC.



ll. MARCO TEORICO

2.1. EL QUESO
La norma oficial mexicana (SSA, 2010) define al queso, como: “Producto elaborado

de lacuajada de leche estandarizada y pasteurizada de vaca o de otras
especies animales, con o sin adicion de crema, obtenida de la coagulacién de la
caseina con cuajo, gérmenes lacticos, enzimas apropiadas, acidos orgénicos
comestibles y con o sin tratamiento ulterior, por calentamiento, drenada, prensada o
no, con o sin adicion de fermentos de maduracion, mohos especiales, sales
fundentes e ingredientes comestibles opcionales, dando lugar a las diferentes

variedades de quesos pudiendo por su proceso ser: fresco, madurado o procesado”.

Desde el punto de vista de su composicion, el queso puede definirse como un
producto fermentado o no, obtenido por coagulacion de la leche en forma de gel mas
0 menos deshidratado que retiene toda la materia grasa si se trata de un queso
graso, un poco de lactosa en forma de &cido lactico y una fraccion variable de
sustancias minerales (Veisseyre, 1988). Es una de las formas mas eficientes para
preservar la leche en un producto que se conserva bien; menos voluminoso al contener
menos agua, de alto valor nutritivo, sabroso y de facil digestion. Los pasos
fundamentales en su elaboracién son la coagulacién de la leche, el cortado de la
cuajada, eliminacién del suero, salado, prensado y en algunos casos la maduracion
(Badui, 1999). Gran parte del agua y otros componentes solubles de la leche (v.g. la

lactosa y minerales hidrosolubles) se separan con el suero (Kindsdetd, 2005).

2.1.1. HISTORIA DEL QUESO CREMA DE CHIAPAS

La elaboracion del QCC tiene una antigiedad de entre 70 y 80 afios, aunque hay
versiones que argumentan podria tener mas de 120 afios y abarca cuatro regiones en
el estado de Chiapas (Villegas et al., 2004).

El proceso de elaboracion del QCC en la region norte inici6 como una actividad
finquera, principalmente dirigida al abasto de grandes haciendas ganaderas

poseedoras de numerosos hatos de ganado, que obtenian grandes cantidades de
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leche, principalmente durante la temporada estacional de lluvias. La elaboracion del
QCC enlaregion selva se adjudica a la influencia espafiola, tras haber ensefiado a los
pobladores locales la elaboracion del QCC y adaptar el proceso a condiciones
medioambientales, recolectando la leche de lugares aledafios a la region aumentando
con esto su produccion y estimular la aparicibn de nuevas queserias artesanales
(Villegas et al., 2011a). La region centro hace referencia a ciertos propietarios
finqueros alemanes asentados en esta area del estado, al transmitir los conocimientos
de elaboracion a sus administradores para manufacturar este producto, el cual logré
difundirse y arraigarse en la region. En esta region el producto estaba dedicado al
autoabasto y al comercio (Villegas et al., 2004). La elaboracion del QCC en la regién
costa se adjudica a una familia, quienes se apoyaron en un libro procedente de
Holanda traido por el jefe de esta familia a México, que a su vez contd con el apoyo
de un quesero empirico. De igual forma se hace mencion a otro personaje habitante
de esta zona, tras haber financiado una queseria, con el apoyo de un maestro quesero

originario de la region (Villegas et al., 2011a).

Cada una de estas versiones coinciden en el aprovechamiento total de la leche en su
produccion para el autoabasto y distribucién en forma de queso, el cual fermentaban
con “cuajo” obteniendo una cuajada de leche cruda, dandole un valor agregado al
generar un producto con una vida de anaquel por un tiempo mas prolongado (Ramos
et al., 2009). El QCC pertenece al grupo de quesos de pasta blanda desmineralizada,
fresca, prensada, cuajada mixta (acido-enziméatica), leche cruda de ganado con doble
propésito con un pH de 4.7 a 5.8, contenido en salde 5a 7 % y con una presentacion
en forma de prisma rectangular envuelto en papel celofan rojo o amarillo (Figura 1) y
peso de 500 a 1000 g (Villegas, 2008, Romero-Castillo et al., 2009).



Figura 1. Presentacion comercial del QCC. (Rangel, 2011).

2.1.2. IMPORTANCIA ECONOMICA

Las distintas regiones del estado de Chiapas cuentan con numerosos hatos de
ganado; sin embargo, los excedentes de produccion en época de lluvias, el poco
consumo de leche en el tropico y la escasa adquisicidon del consumidor potencial
llevaron a los productores de leche a la tarea de conservar este alimento. Para ello fue
necesario aplicar el conocimiento empirico y utilizar algunos de los medios de
conservacion mas antiguos de la historia: la fermentacién y la sal, dando lugar a la
elaboracion del queso; de esta manera, se asegura un valor agregado a este alimento
y a su vez se genera empleos a las comunidades de la region y ganancias a los
queseros (Villegas, 1993; Villegas et al. 2011a). Actualmente el queso crema tropical
tiene gran aceptacion en el sureste de México, principalmente si proviene de Chiapas
0 Tabasco (Ramos et al., 2009).

2.1.3. PROCESO DE ELABORACION

Los pasos en el proceso de elaboracion del QCC se describen de acuerdo a Rangel,

(2011), expuesto en el diagrama de flujo de la figura 2.

-Maduracién de la leche. Reposo de la leche cruda de 3 a 5 h. A temperatura ambiente
(20 a 38 °C) para la multiplicacion de la microflora natural y para descremar
parcialmente por flotacion.

-Reposo de la cuajada. Se deja reposar de 14 a 24 h. a temperatura ambiente (20 a



38 °C), buscando una cuajada acida altamente desmineralizada.

-Cortado o quebrado. Una vez cuajada la leche, al sobrenadar una delgada capa de
suero, se corta la cuajada. El corte es amplio (aproximadamente 2 cm) y en ocasiones
se realiza también con la mano.

-Manteado o Bolseando. La cuajada cortada se coloca dentro de una bolsa de algodon
o plastico. Este paso se prolonga hasta que la cuajada deje de exudar suero.
-Amasado y salado. La cuajada seca se coloca en una bandeja de madera y es
manualmente amasada, incorporando sal (NaCl) al 5-7 % segun la cantidad de cuajada
obtenida.

-Moldeado. Se emplean moldes de caoba rectangulares, cubiertos previamente con
pafos de tela y son llenados con la cuajada, presionando manualmente.

-Prensado. Los moldes son llevados a una prensa de madera rustica.

-Empacado. Una vez que los moldes salen de la prensa, los quesos son retirados de
éstos, se cortan los bordes sobrantes y se dejan airear; los quesos se envuelven en

papel encerado, aluminio y celofan (color rojo o amarillo).

== o F o B
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Figura 2. Esquema del proceso de elaboracién del QCC. (Modificada de Villegas, 2004)




Durante la maduracion del QCC la fermentacion ocurre naturalmente debido a la
presencia de BAL nativas de este producto. Estas bacterias son de gran importancia,
ya que confieren al producto propiedades sensoriales como son: sabor, olor y textura

dando a este queso su singularidad y un gran potencial comercial (Villegas, 1993).

2.2. BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL)

2.2.1. CARACTERISTICAS DE LAS BAL

Son un conjunto de bacterias Gram-positivas, no esporuladas, y en forma de cocos o
bastones, microaerofilicas o0 anaerobias facultativas, catalasa negativa, con
metabolismo estrictamente fermentativo produciendo &cido lactico como mayor
producto final de fermentacion de azucares via Embden-Meyer —glucélisis y en otras
ocasiones producen ademas etanol, acetato y CO:2 por la via del acido-6 fosfoglucénico
(heterofermentacion) (Lyhs, 2002; Bedolla-Bernal, 2004). En la tabla 1 se resumen las

caracteristicas importantes de algunas BAL.

En términos generales, las BAL tienen necesidades nutrimentales complejas, por lo
gue requieren de ciertos factores de crecimiento, tales como: vitamina B, aminoéacidos,
péptidos, bases puricas y pirimidicas. Esta es una de las razones por la que abundan
en un medio rico nutricionalmente como la leche (Cabeza, 2008). Otra caracteristica
de este grupo de bacterias es su tolerancia a valores bajos de pH (pH 5) sin embargo,
conforme decrece el valor de pH, un mayor nimero de especies resultan inhibidas
(Cabeza, 2008).



Tabla 1. Caracteristicas importantes de algunas BAL. Fuente Walstra et al., (1999)

Caracteristicas Lactococcus Streptococcus Lactobacillus ssp
lactis ssp. thermophilus
Temperatura de lactis Cremoris - helveticus Acidophilus

crecimiento (°C)

Minima 8-10 8-10 20 20-22 20-22

Optima 28-32 22 38 42 37

Maxima 38 37-39 50 54 45-48
Homofermentativa ----- - o e e
Heterofermentatva  -----  -—-—- - e e
Produccion de acido 0.9 0.9 0.9 2.5 1

lactico (% de leche)

Formacion de CO2  -——=—=  ceecccccee e e

2.2.2. CLASIFICACION DE LAS BAL

Una clasificacién muy util de las BAL considera ciertos criterios de agrupamiento, como
morfologia, temperatura de crecimiento y la naturaleza de la fermentacion (Villegas,
2004). Segun su morfologia se clasifican en cocos, bacilos y de acuerdo a su
temperatura 6ptima de crecimiento, se clasifican en mesofilas (20-30°C) y termdfilas
(35-45°C) (Bertrand, 2003). De acuerdo a la naturaleza de la fermentacion pueden ser
homolacticas o heterolacticas. Las homolacticas u homofermentativas, degradan las
hexosas exclusivamente a 4cido lactico y no fermentan las pentosas o el gluconato.
Dentro de este grupo se encuentran las bacterias mesofilas L. casei, L. plantarum, S.
cremoris, S. lactis, S. diacetilactis y las bacterias termdfilas L. acidophilus, L. lactis, L.
helveticus, L. bulgaricus, S. thermophilus. Las heterolacticas o heterofermentativas
degradan las hexosas a &cido lactico, acido acético, etanol, CO2y las pentosas a acido

lactico y acido acético. En este grupo se encuentran las bacterias mesofilas



Leuconostoc cremoris, Leuconostoc lactis, Leuconostoc brevis (Villegas, 2004;
Cabeza, 2008).

2.2.3. APLICACION DE LAS BAL EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA Y
PRODUCCION DE ALIMENTOS FUNCIONALES

Durante siglos, las BAL han sido utilizadas en fermentaciones industriales y han
despertado gran atencion al ser empleadas en la industria de alimentos, especialmente
para la obtencion de &cido lactico, componentes saborizantes, espesantes y
produccion de bacteriocinas a un bajo coste energético (Topisirovic et al., 2006). Estas
propiedades son muy importantes, ya que permiten elaborar productos con mejores
caracteristicas relacionadas con la acidificacion, aroma, sabor, estabilidad y textura,
influyendo en el agrado a los consumidores (Laws et al., 2001; Marina et al., 2003).
Por ejemplo, los géneros de Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y
Streptococcus se utilizan tradicionalmente como cultivos iniciadores para la
fermentacién de alimentos como el yogur y distintas variedades de queso y bebidas
fermentadas (Vuyst et al., 1994).

En la actualidad, la produccion de alimentos se destina no sélo a satisfacer el hambre
y proporcionar los nutrientes necesarios, sino también contribuyen a evitar
enfermedades relacionadas con la nutricién y participar en la mejora de la salud tanto

fisica como mental (Menrad et al., 2003).

De acuerdo a la definicion presentada por el ILSI Europe (por sus siglas en inglés,
International Life Science Institute) en el proyecto FUFOSE (por sus siglas en inglés,
Functional Food Science in Europe) un alimento sera considerado funcional si ha
demostrado de forma satisfactoria que afecta benéficamente una o mas actividades o
funciones fisiologicas del cuerpo, méas alla de un efecto nutricional, favoreciendo la
salud y/o reduciendo el riesgo de padecer enfermedades (Diplock, 1999). En el
mercado existen alimentos funcionales que mejoran la vida de los nifos
encontrandose dentro de esta clasificacién los prebidticos y probidticos; alimentos

funcionales que reducen el riesgo de problemas de salud como el colesterol alto o la



presion arterial alta y alimentos funcionales que hacen la vida méas facil, como los

productos sin lactosa o gluten (Makinen-Aakula, 2006).

Entre el grupo de alimentos funcionales resaltan la leche y los productos lacteos y esto
se debe a la relativa facilidad para afiadir componentes y conseguir que éstos se
mezclen de forma homogénea; por lo tanto, se han identificado varios productos
lacteos tradicionales con actividad fisiologica (Shi et al., 1998; Martinez, 2008). El
hecho de que los productos lacteos van mas alla del efecto nutrimental ordinario se
debe en gran parte a la variedad de sus constituyentes como son algunas proteinas,
lipidos, vitaminas, minerales, carbohidratos e incluso derivados de éstos (Steijns et al.,
2001). Por ello, los lacteos son los que mas aportaciones han hecho al mercado de los
alimentos funcionales, ofreciendo una amplia gama de productos (Martinez, 2008).

Las BAL han sido utilizadas como una herramienta en la produccién de alimentos
funcionales, pues se ha reportado que pueden generar metabolitos derivados de la
fermentacion bacteriana, capaces de mostrar beneficios a la salud una vez que son
consumidos (Topisirovic et al.,, 2006). Un claro ejemplo de lo mencionado
anteriormente es GABA, el cual es un metabolito derivado a partir de acido glutamico
por la accion de enzimas especificas producidas por las BAL, el cual es capaz de
desempefiar un papel importante en la neurotransmisiéon del SNC y de tejidos

periféricos (Jin et al., 2013).

2.3. ACIDO GAMMA-AMINOBUTIRICO (GABA)
2.3.1. GABA: GENERALIDADES

GABA es un aminoacido no proteico de cuatro carbonos que actia como un
neurotransmisor inhibidor en animales, se encuentra distribuido de forma general en
bacterias, plantas y vertebrados. De igual forma se encuentra en los alimentos en
cantidades reducidas de concentraciény Unicamente se producen en el organismo a

partir del acido glutdmico aportado por la dieta (Marina et al., 2014, Zhao et al., 2016).
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Se considera el principal neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso central (SNC)
en mamiferos (Maemura et al., 2002). Su sintesis es estimulada por la falta de
oxigeno y la acidificacion del medio (Olier et al., 2004). Es producido por la
descarboxilacion de acido glutamico a partir de la eliminacidén de un grupo a-carboxilo,
por accion de la enzima GAD, que utiliza piridoxalfosfato como cofactor (Buddhala et
al., 2009).

Se han identificado dos isoformas de la enzima GAD; GAD65 y GAD67, con pesos
moleculares de 65,000 y 67,000 Da, respectivamente (Franke et al., 2005). Las dos
isoformas de GAD tienen diferente localizacion subcelular; GAD67, que esta distribuida
en el citoplasma neuronal y GADG65, que esta localizada en las vesiculas sinapticas
(Buddhala et al., 2009).

2.3.2. FUNCIONES FISIOLOGICAS DE GABA

En los mamiferos, GABA se encuentra en altas concentraciones en el cerebro,
principalmente en el cerebelo, donde desempefia un papel fundamental en la
neurotransmision dentro del sistema nervioso central (SNC), también ha sido
identificado en muchos 6rganos como el pancreas, pituitaria, testiculos, tracto

gastrointestinal, ovarios, placenta, Gtero y médula suprarrenal (Jin et al., 2013).

Una de las funciones que se han reportado para GABA es el control del paso de
impulsos eléctricos a células nerviosas, masculos y 6rganos. De manera que en
humanos es directamente responsable de la regulacién del tono muscular (Maemura
et al, 2002). GABA también se localiza en los islotes pancreéticos, donde
probablemente esté involucrado en las funciones paracrinas (Franke et al., (2005).
Ademas, participa en la regulacion de la inhibicion de metastasis en células
cancerigenas, la regulacion de funciones en la hipofisis, la produccion de la hormona
del crecimiento, la fertilizacién de mamiferos y en la modulacién de funciones renales
y mecanismos cardiovasculares implicados en hipertensién. Se le ha relacionado

incluso con la estabilizacién de trastornos del humor (Adham et al., 2006; Tujioka et
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al., 2009) y ha demostrado tener potencial para mejorar la funcién inmune bajo
condiciones de estrés (Adham et al., 2006). Aunado a lo anterior, se le han atribuido
otras funciones como la relajacion y prevencion de la falta de suefio, insomnio y
depresion (Okada et al., 2000; Wu et al., 2014).

Se ha reportado que una baja produccion de GABA en el cerebro provoca
enfermedades relacionadas con la enfermedad de Huntington, enfermedad de
Parkinson, demencia senil, convulsiones, enfermedad de Alzheimer, sindrome de
persona rigida y esquizofrenia (Wong et al., 2003). Okada et al., 2000, demostraron
que el consumo diario de germen de arroz (con una concentracién promedio de 26.4

mg de GABA) es eficaz para el tratamiento de trastornos neurolégicos.

2.3.3. MECANISMO DE ACCION DE GABA SOBRE EL SNC

La maquinaria de sefalizacion de GABA estd compuesta de cuatro elementos; los
canales i6nicos GABA A, que permiten la entrada de iones cloruro al espacio
intracelular; los receptores GABA B, que son un tipo de receptores que pertenecen a
la familia de receptores acoplados a proteinas G; los transportadores de GABA y las
enzimas que producen o degradan GABA (GAD y GABA-T, respectivamente) (Jin, et
al., 2013).

El mecanismo de accién de GABA sobre el SNC se muestra en la figura 3. Se sintetiza
GABA a partir de &cido glutamico mediante la accion de la enzima GAD (1).
Posteriormente, GABA es liberado hacia el espacio sinaptico directamente o desde las
vesiculas que lo almacenan (2). Una vez fuera de la neurona terminal, GABA activa

los receptores post-sinapticos GABA B y los canales GABA A (3) (Jin et al., 2013).

GABA es producido y liberado por las neuronas activando los canales ionicos GABA
Ay al receptor GABA B en la membrana plasmatica neuronal. La activacion de los
canalesy el receptor da lugar a la disminucion de la excitabilidad neuronal en neuronas

maduras. Las neuronas recurren a la recaptura de GABA mediante cotransportadores
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de GABA dependientes de sodio, cuando los niveles extracelulares se encuentran

bajos (Jin et al., 2013).
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Figura 3. Sinapsis GABAérgica.

Fuente: elaboracion propia.

2.3.4. BAL PRODUCTORAS DE GABA

GABA existe naturalmente en muchos tipos de alimentos en niveles bajos, mientras
gue en productos fermentados se han reportado niveles elevados. Por lo tanto, GABA
puede producirse en concentraciones superiores por ciertos tipos de BAL (Adham et
al., 2006; Komatsuzaki et al., 2005).

La produccion de GABA por BAL es mediada por la presencia de la enzima GAD que
se encuentra en el medio intracelular de estas bacterias. Se ha reportado la produccién
de GABA en medios de cultivo con diferentes cepas, como son Lactobacillus brevis,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus delbrueckii y
Lactococcus lactis aisladas de varios tipos de quesos, que oscilan entre 15y 63 mg/L
(Siragusa et al., 2007). Park y Oh. (2005, 2007), obtuvieron 1.049 g/L de GABA
empleando cepas de Lactobacillus. Por otra parte, Yokoyama et al. (2002) report6 gran
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produccion de 100 mg/L de GABA por Lactobacillus brevis aislada a partir de un queso

espafol artesanal.

Ademas de lo anterior, otras investigaciones han reportado la capacidad de las BAL
para producir GABA en diferentes alimentos como bebidas a base de frutas, bebidas
fermentadas, yogurt, hortalizas y productos marinos. Todos ellos fundamentan su
evaluacion en la capacidad que tienen las cepas para producir la enzima GAD (Diana
et al., 2014).

2.3.4. METODOS PARA DETERMINAR GABA

Actualmente existen diferentes procedimientos para cuantificar GABA como son;
espectrometria de masas (EM), cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
resonancia magnética nuclear (RMN), electroforesis capilar con deteccién de
fluorescencia inducida por laser (CE-LIF), cromatografia liquida acoplada a masas en
tandem (LC-MS/MS) y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC/MS). Dichos métodos, permiten la deteccion y cuantificacion de GABA, asi como
de acido glutamico mediante la ionizacion de estas moléculas (Thomas et al. 2012;
Casados-Rios, 2014).

Ademas de éstos, el uso de anticuerpos contra GAD es un método que también ha
sido utilizado, ya que GAD es la enzima que cataliza la transformacién de &cido
glutdmico a GABA (Buddhala et al., 2009).

De los métodos mencionados anteriormente resalta la cromatografia de gases de alta
resolucién acoplada a espectrometria de masas, pues es una técnica analitica
ampliamente utilizada para la deteccion de GABA, ya que tiene gran aplicacién en la
investigacién de mezclas complejas de compuestos organicos, caracterizandose por
su gran sensibilidad y especificidad (Lliu et al. 1997). Sin embargo, el ensayo GAD es
tal vez uno de los métodos de tipo cualitativo mas utilizados para la identificacion de
GABA y esto se debe a las ventajas de esta prueba, como son su bajo costo, rapidez,
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alta sensibilidad, especificidad y exactitud diagndstica, lo que permite ahorro de

personal, de materiales y tiempo empleado en la identificacion (Tsoraeva et al. 2005).

El ensayo GAD se basa en la conversion de una molécula de &cido glutamico en GABA
y CO2 reaccion que consume un proton intracelular disminuyendo la acidez del
citoplasma (Cotter et al. 2001), donde la reaccion de conversion de acido glutamico a
GABA, elimina un grupo carboxilo a partir de &cido glutdmico por accion de la enzima
GAD, liberando diéxido de carbono tras la reaccion (Figura 4).

Coo- COO~
|
CH| CHD
Glutamato dezcarboxiaza {(GAD) I
CH, e N 1 ,
|
CH.
HN'— ¢ — 00~ |
Y NH,*
B — W 0,
Acido glutamlco ~ Acido Y- aminobutirico

Figura 4. Descarboxilacion del acido glutamico.

Fuente: elaboracion propia.

Para visualizar esta reaccion se utiliza un indicador para valoracién acido-base como
es el verde de bromocresol. El intervalo de transicion de este indicador oscila entre
3.8-5.4 en la escala de pH, virando de amarillo a azul-verdoso. En solucion acuosa,
ioniza para dar la forma monoaniénico (amarillo), que desprotona a pH elevado para
dar forma dianionica (azul) (Diamond et al, 2008), como se muestra en las figuras 5 y
6.
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Figura 5. lonizacién de verde de bromocresol (Diamond et al, 2008).

Figura 6. Vires de coloracién (Diamond et al, 2008).
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la industria alimenticia se ha investigado el aporte nutrimental de diversos
productos lacteos, pero poco se sabe sobre su contribucién fisiologica y funcional, por
lo que es necesario que se realicen estudios y caracterizaciones de estos productos.
La generacion de nueva informacién en este tema no sélo permitiria el entendimiento
funcional de este grupo de alimentos; sino ademas, se lograria una mejor calidad de
vida debido a su consumo y por otro lado, permitiria a pequefios productores obtener
un mayor ingreso econdmico, como es el caso de las queserias productoras del QCC,
dado que la tasa de consumo podria verse incrementada. Debido a lo anterior, este
estudio tiene como objetivo seleccionar cepas de BAL aisladas del QCC con capacidad
para producir GABA, ya que la bibliografia reporta que altas concentraciones de GABA
pueden producirse por ciertos tipos de BAL y dado que GABA ha demostrado
diferentes efectos como son: mejora de la neurotransmisién en el sistema nervioso
central y tejidos periféricos, disminucion de la presion arterial en humanos y efectos
inmunomodulador, antiobesogénico y antioxidante entre otros. La sola identificacion
de cepas productoras de GABA en el QCC enriqueceria el concepto actual de este
producto alimenticio en diferentes sentidos (nutricional, funcional, econémico), aunque
por supuesto podria generar una nueva alternativa de produccion de GABA via
generacion mediante microorganismos, para posteriormente ser afadido a los
alimentos en concentraciones adecuadas y asi crear nuevos productos con caracter

funcional.

17



V. JUSTIFICACION

Las BAL se han utilizado ampliamente en la industria alimenticia, ya que contribuyen
con caracteristicas organolépticas como son el olor, sabor y textura (Topisirovic et al.,
2006). Ademas se ha evidenciado que estas bacterias son capaces de aportar
beneficios a la salud, extendiendo sus aplicaciones en alimentos denominados
funcionales (Marina et al., 2014). Durante los procesos de fermentacion, las BAL
liberan una gran variedad de metabolitos, algunos de los cuales son responsables de
ciertas propiedades benéficas a la salud mostradas por estas bacterias. Entre estos
metabolitos destaca GABA, que ha mostrado diferentes efectos como son:
neurotransmision, antihipertensivos, antiobesogénicos, antioxidantes e
inmunomoduladores (DeFeudis., 1981; Wu et al., 2014). GABA actua ademas fuera
del SNC, regulando diferentes funciones como son; cardiovascular, inhibicién de
células cancerigenas, regulacién de hipdfisis, produccion de hormona del crecimiento,
fertilizacion de mamiferos, modulacién de funciones renales, y disminucién de
trastornos del humor (Adham et al., 2006). GABA existe naturalmente en muchos tipos
de alimentos en niveles bajos, mientras que en productos fermentados pueden
encontrarse niveles elevados. Por lo tanto la produccion de GABA en altas
concentraciones puede producirse por ciertos tipos de BAL (Adham et al., 2006).
Aunque GABA ha mostrado un papel de importancia realizando diferentes funciones,
este metabolito ha sido poco investigado para su aplicacion en la industria de los
alimentos, por lo que se desconoce el impacto fisiolégico y funcional en el organismo,
al consumirse en un alimento como es el QCC. Por esta razon surge la necesidad de
identificar cepas de BAL en el QCC, capaces de producir GABA, como un primer paso
para realizar investigaciones futuras enfocadas en la participacion de GABA en la

mejora de la salud, una vez consumido en un producto lacteo fermentado.
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V. HIPOTESIS

Las bacterias acido lacticas del queso Crema de Chiapas son productoras de acido

gamma-aminobutirico.
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VI. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Seleccionar cepas de bacterias acido lactico aislado de Queso Crema de Chiapas con

capacidad para producir acido y-aminobutirico.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener cultivos frescos de bacterias acido-lacticas aisladas de Queso
Crema de Chiapas.

2. Seleccionar cualitativamente cepas de bacterias acido lactico, aislado de

Queso Crema de Chipas con base en su capacidad de producir acido y-

aminobutirico.
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VIl. MATERIALES Y METODOS
7.1. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

El caldo y agar MRS se obtuvieron de DIFCO™ (Sparks, MD, USA). El agar
Chromocult Enterococci Agar se obtuvo de Merck KgaA, (Darmstadt, Germany). El
reactivo GAD consistio en 0.1 g de acido L-glutamico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO),
el cual sirve de sustrato para la enzima GAD; 0.005 g de verde de bromocresol (JT
Baker, City Of México, MX), que funciona como un indicador de pH; 0.9 g de NaCl (JT
Baker, City Of México, MX) y 0.3 mL de Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO),
los cuales actian como agentes liticos para liberar la enzima GAD permitiendo que la
reaccion ocurra en un periodo no mayor de 4 h; todos disueltos en 100 mL de agua
destilada (pH 4.0). Una vez disueltos los componentes, el reactivo preparado se
esterilizd a 121 °C/ 15 min. Posteriormente se almaceno en un frasco ambar estéril en

refrigeracion hasta su uso.

7.2 REACTIVACION DE CEPAS

En este estudio se evaluaron 38 cepas de BAL, que fueron aisladas de Queso Crema
de Chiapas y que fueron previamente preservadas en congelacién (-80°C en 38% de
glicerol), siguiendo la metodologia propuesta por Corzo. (2014). Estas cepas forman
parte del cepario del Laboratorio de Quimica y Biotecnologia de Productos Lacteos del
Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A. C. (CIAD). Hermosillo, Sonora,
México. Entre estas cepas 18 fueron identificadas en estudios previos por Corzo.,
2014, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) como parte del género
Enterococcus, 6 de ellas corresponden a E. faecium, y 12 a E. durans. Se utiliz6 como
testigo positivo la cepa Lactobacillus brevis NBRC12005, procedente del Biological
Resource Center (NITE) de Japdn, de la cual se ha reportado su capacidad para
producir la enzima GAD con elevada actividad de reaccién. Esta cepa permitio
establecer la concentracion éptima de acido L-glutdmico para obtener el mayor
rendimiento de conversion de acido glutamico a GABA de las cepas en cuestion.
Previo a cada experimento se propagaron las cepas en caldo MRS a pH 6.5. Se

realizaron tres subcultivos inoculados al 1% (v/v), incubados por 24, 18 y 12 h
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respectivamente a 37 °C para obtener un cultivo fresco con una concentracion final de
108 UFC/mL. Para comprobar esta concentracion se realiz6 un conteo de cada cultivo
mediante la técnica de vertido en placa en agar MRS, las placas fueron incubadas a
37 °C por 24 h.

7.3. ENSAYO ACIDO GLUTAMICO DESCARBOXILASA

Para la identificacion de cepas productoras de GABA se sigui6 la metodologia
propuesta por Cotter et al. (2001). A partir de cada cultivo fresco se obtuvo un
volumen de 5.0 mL, el cual se centrifugd (5000 g a 25 °C por 20 min) y fue lavado una
vez con 5.0 mL de una solucion de NaCl 0.9% (w/v). Las células se centrifugaron por
segunda vez bajo las mismas condiciones. Posteriormente se resuspendieron en 0.5
mL de la solucion de reactivo de GAD. Las muestras se incubaron a 37 °C durante 4
horas en condiciones de anaerobiosis. Posterior al tiempo de incubacién, se
consider6 un resultado negativo cuando no hubo cambio en el color (blanco) de las
muestras y positivo con baja o alta capacidad para producir GABA, cuando las

muestras presentaron una coloracion verde o azul respectivamente.

7.4. IDENTIFICACION DE LA MORFOLOGIA CELULAR BACTERIANA

Las bacterias acido lacticas que mostraron un resultado positivo en el ensayo GAD
fueron tefidas por el método de Gram. Para ello se realizaron frotis de cada cultivo
fresco, que fueron tefiidos de acuerdo al manual de Bergey (Bergey et al., 1994) y
gue fueron observados en un microscopio de luz visible adaptado con fluorescencia
(Carl Zeiss, Microlmaging Gmth, Germany). El equipo fue calibrado de acuerdo a las

especificaciones del proveedor con el objetivo 100x.

Se realiz6 la siembra en superficie sobre Chromocult Enterococci Agar, que es un
medio de cultivo selectivo para el aislamiento, la diferenciacion y recuento de
Enterococcus en agua, productos alimenticios y otros materiales, método por el cual
se confirmé la morfologia de las cepas evaluadas. Para ello, a partir de cada cultivo

fresco se tomo una asada y se estriaron individualmente.
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VIIl. RESULTADOS

8.1. ENSAYO ACIDO GLUTAMICO DESCARBOXILASA

En la tabla 1 se observan los resultados obtenidos en el ensayo GAD, los cuales
muestran que el total de las cepas evaluadas presentan capacidad para producir
GABA en mayor o menor grado, lo cual fue evidente por la coloracion que presento
cada muestra, una vez que fue agregada a un medio enriquecido con acido glutamico.
Se observé que el 50 % de las muestras viré de su color original (blanco) a verde

mientras que el 50 % viré a azul como se muestra en la figura 7.
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Figura 7. Gréfico del porcentaje de BAL que mostraron actividad de la enzima GAD (ensayo GAD).
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Tabla 1. Cepas aisladas e identificadas y como productoras de GABA

Cadigo de cepa Nombre Amarillo Verde Azul

2 Enterococcus durans X

4 Enterococcus durans X

6 Enterococcus durans X

8 Enterococcus durans X

10 N/ N/I N/I

12 N/I X

14 N/ X

16 N/I X

18 N/I X

20 N/I X

22 Enterococcus durans

X

24 Enterococcus durans X

26 N/I X

28 N/I X

30 Enterococcus durans

X

32 Enterococcus faecium

X

34 Enterococcus durans

X

36 Enterococcus durans

X

38 N/I

X

40 N/ X

Color azul — alta capacidad de producir GABA, Color verde — baja capacidad de producir GABA. C
Color amarillo — sin capacidad para producir GABA (en este ensayo no se observo ésta coloracion)
y N/l — no identificada.



8.2. IDENTIFICACION DE LA MORFOLOGIA CELULAR BACTERIANA

La tincion de Gram evidencio que el total de las cepas consideradas en este estudio,
presentan forma de cocos o esférica, en grupos de dos o mas, que pueden apreciarse

en color rojo, indicativo de que corresponden a bacterias Gram positivas (figura 8).

Figura 8. Microfotografia de Enterococcus durans (100X).
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La siembra sobre Agar Chromocult confirmé el crecimiento del total de las cepas en
este medio selectivo como se muestra en la figura 9.

Figura 9. Crecimiento de Enterococcus faecium sobre agar Chomocult.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

En este estudio se evaluaron diferentes cepas de BAL, todas ellas fueron aisladas del
QCC y algunas de ellas fueron identificadas en estudios previos como pertenecientes
al género Enterococcus. De las 38 cepas evaluadas, 18 fueron fenotipica y
genotipicamente identificadas y 12 fueron identificadas como E. durans 'y 6 como E.
faecium. La morfologia de estas cepas fue evaluada en este estudio para comprobar
la pureza de los cultivos y verificar que no estuvieran contaminados con otro tipo de
bacterias y la observacion por microscopia indic6é que las cepas de estudio
presentaban forma de cocos y en racimos de dos 0 mas cocos, siendo caracteristica
del genero Enterococcus spp., o cual coincide con lo reportado por Fischetti et al.

(2006), para este género en especifico.

El ensayo GAD, que es una prueba colorimétrica que permite evidenciar la actividad
enzimatica de la enzima GAD (responsable de la conversion de acido glutdmico a
GABA) producida por estas bacterias y que se muestra en la tabla 1, nueve cepas de
E. durans (2, 3, 4, 6, 7, 22, 30, 34 y 35) viraron al color azul y cuatro de ellas (5, 8, 24
y 36) viraron color verde; dos cepas de Enterococcus faecium (19 y 23) viraron color
azul y tres de ellas (13, 21 y 32) viraron a color verde. Veinte cepas mas no fueron
identificadas, de las cuales ocho (11, 14, 16, 17, 27, 37, 38 y 38) viraron al color azul
y doce de ellas (1, 12, 15, 18, 20, 25, 26, 28, 29, 31, 33 y 39) viraron al color verde.
Segun el fundamento de la técnica empleada, todos los medios de cultivo que lograron
virar a color azul, verde o amarillo (o sin cambio de color), son considerados como
cepas con una actividad enzimética GAD alta, baja o sin actividad, respectivamente.
Lo cual a su vez, sugiere una produccion de GABA alta, baja o nula en el orden

mencionado.

Dichas consideraciones e interpretacion de resultados estan estandarizados para la
técnica empleada, como asi mismo lo han reportado en diferentes estudios para la
busqueda de BAL productoras de GABA (Farmer et al., 1985; Cotter et al., 2001;
Lacroix N et al., 2010).
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La variaciéon en los resultados podria atribuirse al tipo de enzima producida por las
diferentes especies, que puede variar en secuencia o estructura. Enterococcus durans
es un componente minoritario de la microbiota intestinal de humanos y animales
domeésticos (Devriese et al., 2002. Se encuentra comuUnmente en productos
alimenticios derivados de origen animal, especialmente leche y queso (Ogier et al.,
2008). De igual forma, Enterococcus faecium es parte de la microbiota intestinal en
humanos y animales, aunque también esta distribuida en diversos habitats como el
suelo, agua, verduras y alimentos. Estos enterococos son una fuente importante de
biodiversidad en alimentos fermentados tradicionales (Marino et al., 2016; De Reget et
al., 2012). Aunque las cepas empleadas son BAL (Campos et al.,, 2006) que
pertenecen al mismo género o incluso a la misma especie, se ha reportado que existen
diferentes capacidades dependientes de su propio metabolismo, el cual varia entre

subespecies, variedades e incluso a nivel de cepa (Berrocal et al., 2007).

Al momento solo se ha reportado la presencia de la enzima GAD en una cepa de E.
durans, cuya secuencia se encuentra depositada en la base de datos de proteinas del
National Center for Biotechnology Information (NCBI), con numero de acceso
EMS75788, la cual esta constituida por 610 aminoécidos. Esta enzima se obtuvo de

E. durans IPLA 655, una cepa aislada de un queso (Fernandez et al., 2004).

En cambio la presencia de GAD en E. faecium, se muestra en esta base de datos con
al menos 77 reportes derivados de diferentes fuentes de aislamiento como son
alimentos, embutidos fermentados, sangre de humano, heces fecales de perro. Todas
ellas reportan la secuencia de esta enzima constituida por 466 aminoacidos. Esta
informacion demuestra que diferentes especies bacterianas pueden dar lugar a la

produccion de diferentes secuencias de proteinas, como es el caso de la enzima GAD.

Por otra parte, los resultados que obtuvimos sirven como base para el disefio de
futuras investigaciones para buscar el beneficio del empleo de las cepas estudiadas,
puesto que se ha reportado que pueden presentar un impacto negativo sobre la salud,
especialmente E. faecium; sin embargo existe poca informacion que dirija sus
investigaciones hacia un impacto positivo en la salud o por sus aplicaciones

tecnolégicas en la industria alimentaria. En este estudio se ha demostrado la
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capacidad de estas especies de BAL para producir la enzima GAD, la cual a su vez
indica la capacidad de producir GABA siempre y cuando esté presente acido glutamico
en el medio, como ocurre en la leche y productos lacteos. Estos resultados vislumbran
grandes perspectivas para aportar una mejora a la salud, considerando que este
compuesto ha mostrado una variedad de funciones benéficas en el organismo
humano. De igual forma, es importante que se identifiquen las cepas faltantes incluidas
en este estudio, pues con ello se puede obtener mas informacion sobre el QCC como
fuente de cepas de BAL productoras de GABA.
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X. CONCLUSIONES

Este trabajo permitid poner en evidencia que las 38 cepas de bacterias acido lacticas
de estudio, aisladas del Queso Crema de Chiapas, fueron productoras de &acido
gamma-aminobutirico. Del total de las cepas evaluadas, 18 (47.3 %) presentaron una
alta actividad enzimética GAD, por lo cual pueden ser consideradas como cepas con
alta capacidad productora de GABA. Es importante mencionar que, de este grupo, 8
cepas pertenecieron a E. durans, 2 a E. faecium y 8 a cepas no identificadas. El resto
de la cepas se caracterizaron por una actividad baja, de la cuales 4 pertenecieron a E.
durans, 4 a E. faecium y 12 a las no identificadas. Estos resultados indican que el QCC

es una buena fuente de BAL productoras de GABA.
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XI. RECOMENDACIONES

La metodologia utilizada en este estudio permite evaluar cualitativamente a estas
cepas por su capacidad para producir GABA, sin embargo seria importante utilizar
alguna técnica de cuantificaciéon, como las que se mencionaron anteriormente en el
apartado de marco tedrico, para confirmar su capacidad de producir GABA. Asimismo,
la identificacion fenotipica y genotipica faltante de las 20 cepas evaluadas permitira

tener un mayor panorama acerca del QCC como fuente de BAL productoras de GABA.
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Preparacion de materiales.

Figura B. Figura C.

Figura D. Figura F.

Figura J. Figura K. Figura L.
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Figura M. Figura N. Figura N.

LS

Figura O. Figura P.

Descripcion de figuras.

Figura A. Acomodo de tubos de ensayo; Figura B. Pesado de agar; Figura C. Dilucién de agar; Figura
D. Llenado de tubos con agar (5 ml); Figura E. Tubos llenos y tapados. Figura F. Esterilizacion de
tubos; Figura G. Tubos esterilizados; Figura H. Rotulacion de tubos; Figura I. inoculacion; Figura M.
cerrado de tubos; Figura N. Muestras en anaerobiosis; Figura N. Incubacion de muestras; Figura O y
P. Comprobacion visual de Presencia de enzima GAD.

Tabla 2. Cepas aisladas e identificadas de Queso crema de Chiapas. Orozco. (2014)

Cédigo de cepa Nombre
N/I

Enterococcus durans
Enterococcus faecium
Enterococcus durans
Enterococcus durans
Enterococcus durans
Enterococcus durans
Enterococcus durans

O~NO O WNBE
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11 N/I

12 N/I
13 Enterococcus faecium
14 N/I
15 N/I
16 N/I
17 N/I
18 N/I
19 Enterococcus faecium
20 N/I
21 Enterococcus faecium
22 Enterococcus durans
23 Enterococcus faecium
24 Enterococcus durans
25 N/I
26 N/I
27 N/I
28 N/I
29 N/I
30 Enterococcus durans
31 N/I
32 Enterococcus faecium
33 N/I
34 Enterococcus durans
35 Enterococcus durans
36 Enterococcus durans
37 N/I
38 N/I
39 N/I
38 N/I

Tabla 3. Presencia de la enzima GAD en cepas de BAL

Presencia de Sin presencia de
Cdédigo de cepa enzima GAD  enzima GABA

0 ~N|oOUw|N -
XXX XXX X
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TERCERA-ALCANCE: La presente licencia contempla la autorizaciéon para formato uso de “LA
OBRA" en cualquier formato o soporte material y se extiende a la utilizacion, de manera

enunciativa mas no limitativa a los siguiente medios: éptico, magnético, electrénico, virtual
(red), mensaje de datos o similar conocido por conocerse.

En medio éptico, magnético, electrénico, en red, mensajes de datos o similar, conocido o por
conocerse,

CUARTA-EXCLUSIVIDAD: La presente licencia de so aqui establecida no implica exclusividad
en favor del Instituto Tecnoldgico de Sinaloa de Leyva; por lo tanto, “EL AUTOR Y/O TITULAR"”

conserva los derechos patrimoniales y morales de “LA OBRA", objeto del presente documento.

QUINTA-CREDITOS: El Instituto Tecnolégico de Sinaloa de Leyva y/o el Tecnoldgico Nacional

de México reconoce que el “AUTOR Y/O TITULAR" es el Unico, primigenio y perpetuo titular de
los derechos morales sobre “LA OBRA"; por lo tanto, siempre deberad otorgarle los créditos

correspondientes por |la autoria de la misma.

SEXTO-AUTORIA: “EL AUTOR Y/O TITULAR"” manifiesta ser el Unico titular de los derechos de
autor que derivan de “LA OBRA” y declara que el material objeto del presente fue realizado
por él, sin violentar o usurpar derechos de propiedad intelectual de terceros; por |lo tanto, en
caso de controversia sobre los mismos, se obliga a ser el Unico responsable.

Dado en la cuidad de Sinaloa de Leyva, Sin., a los 07 dias del mes de Diciembre del 2021.

“EL AUTOR Y/O TITULAR” “EL INSTITUTO TECNOLOGICO DE SINALOA
DE LEYVA”
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BELTRAN CASTRO JOSE ANTONIO M.A.P. ASUAN CAMARGO LUQUE
DIRECTORA



LICENCIA DE USO DE OBRA

LICENCIA DE USO OTORGADA POR DRA. NORMA ALICIA MACIAS RODRIGUEZ de
nacionalidad mexicana mayor de edad, con domicilio ubicado en callejo Moctezuma No. 22,
col. Centro, Guasave Sinaloa, en mi calidad de titular de los derechos patrimoniales y morales y
autor de la tesis denominada “SELECCION DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS PRODUCTORAS
DE ACIDO GAMMA-AMINOBUTIRICO AISLADAS DEL QUESO CREMA DE CHIAPAS" en
adelante “LA OBRA" quien para todos los fines del presente documento se denominars “EL
AUTOR Y/O TITULAR", a favor del Instituto Tecnoldgico de Sinaloa de Leyva del Tecnoldgico
Nacional de México, la cual se regiré por las clausulas siguientes:

PRIMERA-OBIJETO: “EL AUTOR Y/O TITULAR"”, mediante el presente documento otorga al
Instituto Tecnolégico de Sinaloa de Leyva del Tecnoldgico Nacional de México, licencia de uso
gratuito e indefinida respecto de “LA OBRA”, para almacenar, preservar, publicar, reproducir
y/o divulgar la misma, con fines academicos, por cualquier medio en forma fisica y a través el
repositorio institucional y del repositorio nacional, este Ultimo consultable en la pagina:

(https://www.repositorionacionalcti.mx/).

SEGUNDA-TERRITORIO: La presente licencia se otorga, de manera no exclusiva, sin limitacion
geografia o territorial alguna, de manera gratuita e indefinida.

TERCERA-ALCANCE: La presente licencia contempla la autorizacién para formato uso de “LA
OBRA" en cualquier formato o soporte material y se extiende a la utilizacién, de manera
enunciativa mas no limitativa a los siguiente medios: Optico, magnético, electrénico, virtual
(red), mensaje de datos o similar conocido por conocerse,

En medio éptico, magnético, electrénico, en red, mensajes de datos o similar, conocido o por
conocerse.

CUARTA-EXCLUSIVIDAD: La presente licencia de so aqui establecida no implica exclusividad
en favor del Instituto Tecnolégico de Sinaloa de Leyva: por lo tanto, “EL AUTOR Y/O TITULAR"

conserva los derechos patrimoniales y morales de “LA OBRA”. objeto del presente documento.

QUINTA-CREDITOS: El Instituto Tecnoldgico de Sinaloa de Leyva y/o el Tecnolégico Nacional
de México reconoce que el “AUTOR Y/O TITULAR” es el unico, primigenio y perpetuo titular de
los derechos morales sobre “LA OBRA”: por lo tanto, siempre deberad otorgarle los créditos

correspondientes por la autoria de la misma.

SEXTO-AUTORIA: “EL AUTOR Y/O TITULAR" manifiesta ser el Gnico titular de los derechos de
autor que derivan de “LA OBRA” y declara que el material objeto del presente fue realizado
por él, sin violentar o usurpar derechos de propiedad intelectual de terceros: por lo tanto, en

Caso de controversia sobre los mismos, se obliga a ser el Unico responsable.

Dado en la cuidad de Sinaloa de Leyva, Sin., a los 07 dias del mes de Diciembre del 2021.

“EL AUTOR Y/O TITULAR" “EL INSTITUTO TECNOLOGICO DE SINALOA
DE LEYVA"
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DR. NORMA ALICIA MACIAS RODRIGUEZ M.A.P. ASUAN CAMARGO LUQUE

DIRECTORA




