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RESUMEN

La metaproteémica ha surgido como una herramienta clave
para comprender la complejidad molecular de los productos
lacteos, al integrar la identificacion y cuantificacion simultanea
de proteinas de origen animal y microbiano con su funcién

biolégica dentro del ecosistema lacteo. Este enfoque,
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apoyado en técnicas de espectrometria de masas de alta
resolucién y andlisis bioinformatico avanzado, ha permitido
profundizar en la dinamica del microbioma durante los
procesos de fermentacion, maduracion y conservacion de la
leche y los quesos. En esta revisibn se abordan los
fundamentos metodolégicos de la metaprotedmica, los
avances en el andlisis de proteinas mediante enfoques
bottom-up, shotgun y label-free, y su integracion con técnicas
multi-6micas. Asimismo, se analizan las principales
aplicaciones en la caracterizaciébn microbiana, autenticidad,
inocuidad y biopreservacion de los productos lacteos,
destacando estudios recientes sobre la identificacion de
biomarcadores proteicos, la deteccion de fraudes y el
descubrimiento de bacteriocinas y enzimas de interés
biotecnoldgico. Finalmente, se discuten los retos actuales
relacionados con la estandarizacion de protocolos, la curacién
de bases de datos y la incorporacion de inteligencia artificial
en la interpretacion de datos metaprotedémicos. La evidencia
reciente muestra que la metaproteémica se consolida como
un eje fundamental en la innovacién cientifica y tecnoldgica

para una industria lactea mas segura, trazable y sostenible.

Palabras clave: metaprotedmica, leche, quesos, microbioma

lacteo, espectrometria de masas, biopreservacion.
ABSTRACT

Metaproteomics has emerged as a key tool for understanding
the molecular complexity of dairy products by integrating the
simultaneous identification and quantification of both animal-
and microbe-derived proteins with their biological functions

within the dairy ecosystem. Supported by high-resolution mass
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INTRODUCCION

spectrometry and advanced bioinformatics, this approach has
provided deeper insights into the dynamics of the microbiome
during milk and cheese fermentation, ripening, and
preservation. This review discusses the methodological
foundations of metaproteomics, recent advances in bottom-up,
shotgun, and label-free approaches, and its integration with
multi-omics strategies. In addition, it examines the main
applications in microbial characterization, authenticity, safety,
and biopreservation of dairy products, highlighting recent
studies on protein biomarkers, fraud detection, and the
discovery of bacteriocins and enzymes of biotechnological
interest. Finally, current challenges are discussed, including
protocol standardization, database curation, and the
incorporation of artificial intelligence into metaproteomic data
interpretation. Recent evidence indicates that metaproteomics
is becoming a cornerstone for scientific and technological
innovation toward a safer, more traceable, and sustainable

dairy industry.

Keywords: metaproteomics, milk, cheese, dairy microbiome,

mass spectrometry, biopreservation.

La leche y los quesos constituyen matrices
alimentarias de alta complejidad bioquimica
y microbiol6gica, cuya composicion refleja la
interaccion entre proteinas de origen animal,
microorganismos autdctonos y factores
tecnolégicos del procesamiento.
Tradicionalmente, la caracterizacion de los

componentes proteicos y microbianos de los

productos lacteos se ha abordado mediante
técnicas microbiolégicas o protedmicas
convencionales. Sin embargo, estos
enfoques resultan limitados para
comprender la dindmica funcional del
microbioma en su contexto ecolégico
completo. En este sentido, la

metaprotedmica —disciplina que combina la
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prote6mica

masiva con herramientas
bioinformaticas avanzadas para identificar y
cuantificar  proteinas expresadas por
comunidades microbianas complejas— se
ha consolidado como una herramienta de
estudio de alimentos

frontera en el

fermentados, permitiendo vincular los
perfiles proteicos con funciones metabdlicas,
atributos sensoriales e indicadores de
calidad y autenticidad (Tilocca et al., 2020;

Ferrocino et al., 2022).

Durante la dltima década, el desarrollo de
tecnologias analiticas como la cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de masas
en tandem (LC-MS/MS), junto con el uso de
plataformas de andlisis de datos como
Mascot, MaxQuant o DIA-NN, ha impulsado
la expansién de la metaproteémica en el
ambito alimentario. Estas innovaciones han
permitido obtener un conocimiento mas
profundo de la microbiota lactea y su papel
en la fermentacién, maduracion y seguridad
de los productos derivados (Weckx et al.,
2019; Duarte et al.,, 2024). En el caso
especifico de los quesos, el analisis
metaprotedmico ha revelado la participacion
sinérgica de bacterias lacticas, levaduras y
mohos en la hidrélisis de proteinas, la
formacion de péptidos bioactivos y la

generacion de compuestos aromaticos
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durante el proceso de maduracion (Carvalho
et al., 2021; Keser & Ozcan, 2025).

El estudio del microbioma lacteo mediante
enfoques multi-Omicos —metagendmica,
transcriptomica, metaproteémica y
metabolémica— ha demostrado ser esencial
para comprender la relacion entre la
diversidad microbiana y las propiedades
funcionales de los productos lacteos. Segun
Ferrocino et al. (2022), la integracién de
estas técnicas ha permitido caracterizar
comunidades bacterianas dominantes como
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc y
Streptococcus, asi como su interaccioén con
hongos del género Penicillium o Geotrichum,
gue contribuyen al desarrollo de la textura, el
aroma y la tipicidad de quesos artesanales.
No obstante, la explotacion plena de la
metaprotedmica en este campo enfrenta
desafios técnicos significativos, entre ellos la
complejidad de las matrices, la coextraccion
de proteinas animales y microbianas, y la
necesidad de bases de datos taxonémicas y

funcionales curadas (Duarte et al., 2024).

La evolucién metodoldgica ha sido rapida.
Los enfoques bottom-up y shotgun han
permitido analizar mezclas complejas de
proteinas mediante digestiébn enzimatica y
busqueda masiva contra bases de datos

publicas (New Perspectives in Proteomics,
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2024). Asimismo, las estrategias de
cuantificacion label-free o por adquisicion
independiente de datos (DIA-SWATH)

facilitan la comparacién de perfiles proteicos
entre distintas condiciones experimentales o
especies lacteas (Zhu et al., 2024). De este
modo, la metaproteémica se ha convertido
no solo en una herramienta descriptiva, sino
también en un medio para diferenciar
especies de leche, evaluar tratamientos
tecnolégicos y detectar fraudes alimentarios,
como demuestran los estudios aplicados a
quesos mozzarella y mascarpone (Picariello
et al., 2025; Rutigliano et al., 2025).

Otro la

metaproteémica

campo emergente es

funcional de bacterias
lacticas, donde se examinan las proteinas
secretadas o “secretomas” con propiedades
antimicrobianas o probioticas. Mazzeo et al.
(2024) caracterizaron proteinas secretadas
por cepas de Lactiplantibacillus plantarum
procedentes de alimentos fermentados,
identificando bacteriocinas, glucanasas y
proteinas de adhesion implicadas en la
De

Karbowiak et al. (2025) combinaron analisis

biopreservacion. igual manera,

gendmicos y protedmicos para descubrir
compuestos antimicrobianos novedosos en
cepas de Lacticaseibacillus paracasei y L.
de inhibir Listeria

plantarum capaces
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monocytogenes, aportando una base
cientifica para estrategias naturales de

conservacion de alimentos.

La metaprotedmica también ha contribuido al
estudio de la autenticidad y trazabilidad en
La

leches de diferentes

productos  lacteos. comparaciéon
proteébmica entre
—Dbovina,

especies ovina y caprina—

(2024) identificar
la -

lactoglobulina o la k-caseina (CSN3), utiles

permiti6 a Zhu et al.

biomarcadores especificos como

para detectar adulteraciones o certificar
denominaciones de origen. En el mismo
sentido, Evans (2025) revis6 el uso de la
protedmica en contextos arqueoldgicos,
evidenciando que las proteinas lacteas son
biomoléculas  estables que  pueden
emplearse para rastrear el origen animal y la

evolucion historica de los productos lacteos.

Desde el punto de vista tecnolégico, la
metaprotedmica ha facilitado la evaluacion
de procesos emergentes no térmicos, como
la irradiacion o los campos eléctricos
pulsados (PEF), aplicados para mejorar la
inocuidad sin alterar la calidad sensorial. En
este contexto, Suo et al. (2025) demostraron
analisis

mediante transcriptomico y

protebmico que la sobreexpresion del

regulador LIrG en Lactococcus lactis
incrementa la resistencia al estrés por
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radiacion activando rutas

ionizante,

antioxidantes y de metabolismo energético.
Estos resultados abren nuevas perspectivas
para la seleccion de cepas robustas
aplicables en fermentaciones controladas y
tratamientos de biopreservaciéon en la

industria lactea.

Por otra parte, el estudio de los procesos de
protedlisis y maduraciéon de los quesos ha
sido uno de los campos donde la prote6mica
ha tenido mayor impacto. Petrella et al.
(2015) utilizaron LC—MS/MS para identificar
péptidos derivados de la degradacién de
de
diferenciando quesos frescos de aquellos

caseinas en mozzarella bufala,
producidos con leche almacenada o cuajada
envejecida. De manera complementaria,
(2023)

metabolémica y proteémica para estudiar los

Rocchetti et al. integraron
defectos de coloracién rosa en productos
lacteos, destacando el potencial de las
técnicas multi-d6micas en el control de calidad

industrial.

La aplicacion de la metaproteomica al

andlisis del microbioma lacteo ofrece,
ademas, una herramienta poderosa para
abordar aspectos de inocuidad alimentaria y
resistencia antimicrobiana. Los enfoques
multi-6micos han permitido detectar genes 'y

proteinas relacionados con la tolerancia a

estrés oxidativo, &cidos o antibidticos, asi
como evaluar el impacto de tratamientos
tecnologicos  sobre las  poblaciones
microbianas (Ferrocino et al., 2022; Next
Generation Risk Assessment, 2018). En este
de

autdctonas caracterizadas por su estabilidad

sentido, la incorporacién cepas

proteébmica y capacidad de respuesta
adaptativa puede contribuir al disefio de

fermentaciones mas seguras y sostenibles.

En conjunto, las evidencias cientificas
publicadas entre 2015 y 2025 muestran que
la metaprotedémica se ha convertido en una
herramienta estratégica para la
investigacion, el desarrollo y la innovacién en
la industria lactea. Su capacidad para
integrar informacién estructural, funcional y
taxonémica de proteinas microbianas y
lacteas permite optimizar procesos de

fermentacion, mejorar la trazabilidad,

detectar adulteraciones y fortalecer la
inocuidad de los productos. No obstante,
persisten limitaciones relacionadas con la
falta de estandarizacion de protocolos, la
necesidad de bases de datos especificas y
los retos computacionales asociados al
de de
informacion (Tilocca et al., 2020; Duarte et

al., 2024).

andlisis grandes  volumenes
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En este contexto, el presente articulo tiene

como objetivo revisar los avances recientes
en la aplicacién de la metaproteémica en
leche 'y quesos, destacando  sus
fundamentos metodoldgicos, las principales
de

microbiana,

areas aplicacion —caracterizacion

autenticidad, inocuidad vy
biopreservacion— y las perspectivas futuras
de esta disciplina en el marco de la ciencia y

tecnologia alimentaria.

1. Fundamentos metodoldgicos de la
metaproteOmica aplicada a matrices

|acteas

La

evolucion natural de la prote6mica clasica

metaproteémica  representa  una
hacia un enfoque integrador, que permite
estudiar simultaneamente la composicion,
funcién e interaccion de las proteinas en
comunidades microbianas complejas. En el
ambito de los alimentos, este enfoque
posibilita la identificacion de proteinas de
origen animal y microbiano que coexisten en
matrices como la leche y el queso,
ofreciendo una visibn mas completa del

ecosistema lacteo (Tilocca et al., 2020).

Los avances instrumentales, particularmente
en espectrometria de masas de alta

resolucion, han impulsado la capacidad de

deteccion y cuantificacion de proteinas en
muestras altamente complejas. El uso de
plataformas como Orbitrap, Q-TOF y DIA-
SWATH ha

limitaciones de

permitido  superar las
las técnicas tradicionales
basadas en geles (2D-PAGE), favoreciendo
la identificacibn masiva de péptidos vy
proteinas sin necesidad de marcadores
isotdpicos (New Perspectives in Proteomics,

2024).

Los enfoques bottom-up y shotgun se han
consolidado como las estrategias mas
empleadas en matrices lacteas. El primero
consiste en la digestibn enzimética
(generalmente con tripsina) de proteinas
totales y el andlisis de los péptidos
generados mediante LC-MS/MS, mientras
gue el segundo aplica una estrategia no
dirigida que analiza de manera simultanea
todas las fracciones proteicas presentes en
la muestra (Duarte et al., 2024). Estas
metodologias, combinadas con herramientas
avanzadas

bioinformaticas —Ccomo

MetaProteomeAnalyzer, MaxQuant o]

Unipept—, permiten asignar identidad

taxonémica y funcion a las proteinas
detectadas, estableciendo vinculos entre la
las rutas

composicion  microbiana y

metabdlicas activas (Weckx et al., 2019).
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Un
metaprotedmicos es la seleccion de bases

los estudios

elemento critico en

de datos adecuadas. Duarte et al. (2024)

demostraron que, en microbiomas lacteos de

baja diversidad, las bases de datos
derivadas de genomas de referencia
(RefSeq, UniProt) ofrecen resultados

comparables a las generadas a partir de
metagenomas especificos, reduciendo el

costo computacional sin  sacrificar la

precision taxondmica. Sin embargo, la falta
de curacién funcional y la redundancia entre
siendo  desafios

secuencias  siguen

relevantes para la interpretacion de datos.

En

metaprotedmicos se benefician

la actualidad, los experimentos

de

integracion con otras técnicas “émicas” como

la

la metagendmica, la transcriptomica y la
metabolémica, conformando un enfoque

multi-6mico. Esta integracion permite
correlacionar la abundancia de proteinas con
la expresion génica y la produccion de
metabolitos, generando modelos predictivos
del comportamiento microbiano en procesos
fermentativos o de maduracion (Ferrocino et
al., 2022). La tendencia, segun Suo et al.
(2025), apunta hacia la aplicacion de la
proteémica  cuantitativa DIA (Data
Independent Acquisition), que mejora la

reproducibilidad y la cobertura proteica en

comparacion con los métodos tradicionales

dependientes de datos.

2. Aplicaciones de la metaprotedmica en

leche

La leche es una de las matrices biologicas
mas estudiadas en proteémica debido a su
complejidad, la presencia de proteinas
mayoritarias (caseinas y proteinas del suero)
y su papel como sustrato microbiano. La
metaproteémica ha permitido explorar no
solo las proteinas nativas del fluido lacteo,
sino también los cambios estructurales
inducidos por tratamientos tecnolégicos y los
durante el

procesos bioquimicos

almacenamiento y la fermentacion.

En el ambito de la autenticidad vy
diferenciacién de especies, Zhu et al. (2024)
aplicaron protedmica cuantitativa label-free
para comparar las proteinas de la leche de
vaca, oveja y cabra, identificando méas de
700 proteinas, entre ellas biomarcadores
diferenciales como la k-caseina (CSN3) y la
B-lactoglobulina (LGB).

ofrecen herramientas analiticas

Estos resultados

robustas
para la deteccion de mezclas fraudulentas o
para la certificacion de denominaciones de

origen.
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Asimismo, las investigaciones recientes han
demostrado que la protedémica es util para
evaluar el impacto de procesos fisicos no
térmicos en la calidad lactea. El tratamiento

por irradiacion gamma o campos eléctricos

pulsados (PEF) puede madificar la
conformacion proteica sin alterar
significativamente la calidad sensorial.

Estudios como los de Suo et al. (2025)
evidencian, mediante analisis integrados de
transcriptomica y proteémica, que la
del LIrG en

Lactococcus lactis incrementa la resistencia

sobreexpresion regulador
al estrés por radiacion, fortaleciendo las rutas
antioxidantes y de metabolismo energético.
Estos hallazgos respaldan el uso de cepas
adaptadas para procesos de esterilizacion o

conservacion en productos probidticos.

Desde wuna perspectiva estructural, la
proteébmica ha permitido caracterizar las
interacciones entre calcio y micelas de
caseina, cruciales para la estabilidad de la
leche y la textura de los quesos. Di Luccia et
al. (2017) demostraron mediante LC-MS/MS
que las variaciones en la proporcion de

micelas afectan la agregacion de caseinas y

la formacién del coagulo durante la
coagulacion enzimética, aportando
informacion valiosa para optimizar la

formulacion de productos lacteos frescos y

fermentados.

Por otro lado, la metaprotedmica ha revelado
la diversidad microbiana presente en la leche
cruda y procesada. Ferrocino et al. (2022)
destacaron que el uso combinado de
metataxonomia (16S/ITS) y proteémica
permite identificar comunidades microbianas
dominantes y su funcién en la fermentacion.
Este tipo de estudios ofrece nuevas
del

microbioma lacteo en términos de inocuidad,

oportunidades para la gestion

estabilidad y calidad sensorial.

3. Aplicaciones de la metaprotedmica en

quesos

El queso representa una de las matrices mas
desafiantes y ricas para la metaprotedmica,
debido a

animales,

la coexistencia de proteinas
microbianas 'y  metabolitos

secundarios generados durante la
maduracion. La aplicacién de estas técnicas
ha permitido comprender la relacion entre la
diversidad microbiana, la protedlisis y el
de

artesanales e industriales.

desarrollo  sensorial los quesos

Uno de los aportes pioneros fue el de Petrella
et al. (2015), quienes caracterizaron los

productos de protedlisis en mozzarella de
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bufala mediante 2D-PAGE y LC-MS/MS,
identificando péptidos derivados de as1-
caseina y B-caseina como marcadores de
frescura y autenticidad. Posteriormente,
Rocchetti et al. (2023) integraron protedmica
y metabolémica para estudiar la formacién
de pigmentos y reacciones de pardeamiento
no enzimatico responsables del color rosado
en quesos, asociando la acumulacién de
de Maillard
especificos en las proteinas del suero.

compuestos con cambios

La metaprotedmica también ha permitido
examinar las dinamicas fermentativas y
microbianas durante la maduracion. Keser y
Ozcan (2025) analizaron la fermentacion
de de
Lactobacillus en geles acidos, identificando

cruzada cepas  autdctonas

proteinas asociadas a la protedlisis,
metabolismo de aminoacidos y formacion de
De

complementaria, Carvalho et al.

compuestos volatiles. manera
(2021)
demostraron que la diversidad bacteriana en
quesos organicos y convencionales influye
directamente en el perfil protedmico,
afectando la textura y el desarrollo de

compuestos bioactivos.

Otro campo emergente es el estudio de los
secretomas bacterianos. Mazzeo et al.
(2024)

secretadas por Lactiplantibacillus plantarum

caracterizaron las  proteinas
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de
bacteriocinas (Plantaricinas F/N, J/K) vy

aisladas qguesos, detectando
proteinas de adhesion implicadas en la
biopreservacion natural. De manera similar,
(2025)

gendémica y protedmica para descubrir

Karbowiak et al. combinaron
compuestos antimicrobianos en L. paracasei
y L. plantarum, lo que refuerza el potencial
de la metaprotebmica en el desarrollo de
cultivos protectores y biopreservantes para

la industria quesera.

Asimismo, estudios recientes como el de Suo
et al. (2025) sobre Lactococcus lactis L1403,
han integrado transcriptomica y proteémica
para identificar mecanismos de resistencia al
estrés oxidativo y radiaciébn ionizante,
confirmando que la modulaciébn de rutas
metabdlicas como la del glutatién y el ciclo
TCA mejora la tolerancia microbiana. Este
tipo de resultados demuestra la utilidad del
enfoque multi-6mico para seleccionar cepas
robustas con aplicaciones biotecnoldgicas

directas en quesos fermentados.

de

metaprotedmica en productos lacteos

4. Retos 'y perspectivas la

A pesar de los avances, la aplicacion de la
metaprotedmica en leche y quesos enfrenta
limitaciones técnicas y bioinformaticas que

deben resolverse para consolidar su uso
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rutinario en la industria. Entre los principales

desafios se encuentran la complejidad de las
matrices (alta concentracion de lipidos y
sales), la baja abundancia de proteinas
microbianas respecto a las lacteas, y la falta
de protocolos estandarizados de extraccion
y normalizacion (Tilocca et al., 2020).

Asimismo, la interpretacion de los datos
depende de la calidad y cobertura de las
bases de datos utilizadas. Duarte et al.
(2024) subrayan la necesidad de desarrollar

repositorios especializados para
microbiomas lacteos, que integren
informacion de genomas completos,

proteinas hipotéticas y rutas metabdlicas
asociadas. La falta de interoperabilidad entre
bases de datos limita la comparacion
interlaboratorios y la reproducibilidad de los

resultados.

A futuro, la tendencia apunta hacia la
integraciéon multi-Omica y el analisis asistido
por inteligencia artificial (IA). Los modelos
predictivos basados en aprendizaje
automético pueden correlacionar perfiles
protedmicos con caracteristicas tecnoldgicas
y sensoriales, facilitando la optimizacion de

procesos fermentativos y la prediccion de

defectos en la maduracién (Ferrocino et al.,
2022; Next Generation Risk Assessment,
2018).

En el contexto de la seguridad alimentaria, la

metaproteémica se perfila como una

herramienta valiosa para monitorear la

presencia de proteinas alergénicas, toxinas

bacterianas 0 biomarcadores de
contaminacion cruzada (Rutigliano et al.,
2025). Ademés, su combinacién con

metagenomica permite detectar genes de
resistencia antimicrobiana y evaluar la
viabilidad de bacterias probidticas durante el
de

procesamiento o0 almacenamiento

productos fermentados.

En el ambito industrial, la estandarizacion de
protocolos de muestreo, la automatizacion
del andlisis proteémico y la creacion de
bases de datos publicas especificas para
lacteos seran pasos decisivos hacia su
aplicacion rutinaria. Finalmente, la
colaboracion entre universidades, centros de
investigacion y empresas permitird traducir
los  hallazgos metaproteGmicos  en
innovaciones tangibles para la trazabilidad,

autenticidad e inocuidad del sector lacteo.
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CONCLUSIONES

La metaprotedmica ha emergido como una
herramienta poderosa para comprender la
complejidad molecular de la leche y los
quesos, al permitir la identificacién
simultdnea de proteinas lacteas vy
microbianas y el andlisis funcional de sus
interacciones. Durante la Ultima década, su
integraciébn con otras técnicas Omicas ha
transformado el estudio de los microbiomas
alimentarios, ofreciendo una visién holistica
de la fermentacién, maduracion, autenticidad

e inocuidad.

Los avances instrumentales —como el uso
de espectrometria de masas de alta
resolucion y plataformas de analisis
cuantitativo label-free o DIA-SWATH— han
mejorado la sensibilidad y precisién de los
analisis, mientras que los nuevos algoritmos
bioinformaticos han facilitado la asignacion
funcional de proteinas a nivel de cepa. No
obstante, aun existen retos en la
estandarizacion de protocolos, la curacion de
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