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RESUMEN. Se aislaron, identificaron y caracterizaron 20 cepas de bacterias ácido lácticas (BAL) de un “queso crema
tropical” tradicionalmente fabricado con leche bronca. Las 20 cepas de BAL utilizadas crecieron en leche descremada y
cada una de ellas fue evaluada mediante su poder acidificante (pH) en cuatro tiempos de incubación (6, 24, 48 y 72 h)
y tres temperaturas de fermentación (30, 37 y 42 ◦C). En base al pH más bajo, se seleccionaron seis cepas para fabricar
un “queso tipo crema tropical” con leche pasteurizada. Las cepas fueron caracterizadas mediante pruebas bioquímicas
(fermentación de carbohidratos y producción de amonio a partir de arginina) y de secuenciación del 16S rDNA. Se
identificaron cinco especies de Lactobacillus fermentum y una especie de Lactobacillus pentosus. Entre las temperaturas
de fermentación y el tiempo de incubación se estimaron diferencias significativas (p < 0.05) en cada una de las cepas.
En las temperaturas de 37 ◦C y 42 ◦C se produjeron los valores de pH más bajos a las 72 horas de incubación. Además,
el ácido láctico, ácido acético, ácido propiónico y ácido butírico en leche fermentada se evaluaron con cada cepa y no
hubo diferencias significativas en los niveles de producción de dichos metabolitos (p > 0.05). Asimismo, se realizaron
pruebas que incluyeron cuentas totales de flora no láctica, cuenta de BAL, coliformes totales, Escherichia coli, hongos
y levaduras en el queso crema elaborado con leche pasteurizada y como referencia se uso al queso crema artesanal. Las
poblaciones más bajas de esos microorganismos se encontraron en el queso fabricado con leche pasterizada (p < 0.05).
El número de bacterias lácticas no resultó diferente entre ambos tipos de queso (p > 0.05).
Palabras clave: Bacterias ácido lácticas, 16S rDNA, queso, cultivos iniciadores.

ABSTRACT. The purpose of this study was the isolation, identification and characterisation of 20 strains of lactic
acid bacteria (LAB) from a “tropical cream cheese” traditionally prepared with non-pasteurised milk. The 20 strains of
LAB were grown in de-creamed milk, and each one was evaluated with respect to its acidifying capacity (pH) at four
incubation times (6, 24, 48 and 72 h) and three incubation temperatures (30, 37 and 42 ◦C). Based on the lowest pH,
6 strains were selected to prepare a “tropical type cream cheese” with pasteurised milk. The strains were characterised
by means of biochemical tests (fermentation of carbohydrates and ammonia production from arginine) and 16S rDNA
sequencing methods. Five species of L. fermentum and one species of L. pentosus were identified. Each strain presented
significant differences (p < 0.05) with respect to fermentation temperatures and incubation times. The lowest pH values
were recorded at temperatures of 37 ◦C and 42 ◦C after 72 h of incubation. Lactic acid, acetic acid, propionic acid
and butyric acid were evaluated in the fermented milk for each strain, and there were no significant differences in the
production levels of these metabolites (p > 0.05). Total counts were recorded for non-lactic flora, LAB, total coliforms,
Escherichia coli, yeast and moulds in the cream cheese made with pasteurised milk. The artisanal cream cheese was
used as a reference. The lowest counts of microorganisms were found in the cheese prepared with pasteurized milk (p
< 0.05). The number of lactic bacteria was similar in both types of cheese (p > 0.05).
Key words: Lactic acid bacteria, 16S rDNA, cheese, starter cultures.
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INTRODUCCIÓN

El queso crema tropical es un queso de gran
aceptación en el sureste de México, principalmen-
te elaborado en los estados de Chiapas y Tabasco.
Aunque se desconoce su origen histórico, su ma-
nufactura de elaboración a nivel artesanal, es muy
similar en ambos estados (Villegas 1989). El que-
so crema tropical, se elabora de forma tradicional,
mediante la acidificación de la leche bronca con sue-
ro ácido del día anterior. Posteriormente, un ml de
cuajo de ternera se agrega por cada 10 L de leche
para obtener la cuajada, la cual se deja reposar por
un periodo de 24 h. Después, la cuajada se deja
escurrir por un día, se sala, se moldea y se pren-
sa durante cuatro horas y finalmente se empaca en
papel encerado (Villegas 1989).

Un problema con ese proceso es que la Nor-
ma Oficial Mexicana 121-SSA1-1994 exige que la
leche sea pasteurizada (Anónimo 1994). La pasteuri-
zación de la leche permite obtener productos lácteos
con mejores características higiénicas, pues con este
proceso se destruyen la mayor parte de los micro-
organismos patógenos que podrían estar presentes
en la leche bronca. Sin embargo, para que se pueda
fabricar el queso con leche pasterizada, es necesa-
rio agregar microorganismos acidificantes a la leche,
para cubrir con esta parte del proceso. Los micro-
organismos a utilizar deben ser parte de la biota
responsable de impartir características típicas de los
quesos que se requiere fabricar.

Los consumidores aprecian los quesos arte-
sanos por sus singulares características de sabor y
aroma, que es generalmente atribuida a la actividad
metabólica de la microbiota autóctona presente en
la leche cruda (Beuvier et al. 1997). La utilización de
cultivos lácticos comerciales ayuda a llevar a cabo el
proceso de acidificación, pero generalmente se aso-
cian con otras propiedades organolépticas, pues esos
microorganismos han sido seleccionados de quesos
de otras regiones. Además, el uso de cultivos lác-
ticos industriales en substitución de la microbiota
autóctona, podría llevar a la perdida de las cepas
autóctonas en el largo plazo (González et al. 2003).

Generalmente, la selección de cepas lácticas
autóctonas ha ayudado a obtener productos lácteos

con características similares a los productos elabora-
dos con leche cruda (Centeno et al. 1996; Méndez
et al. 1998). Existe un gran interés en el estudio
de los cultivos lácticos autóctonos para emplearlos
en la producción industrial de quesos tradicionales
que conserven sus propiedades típicas y sean simul-
táneamente más seguros desde el punto de vista hi-
giénico (Centeno et al. 1996; Méndez et al. 1998).
Los objetivos de este trabajo fueron aislar, identifi-
car y caracterizar a un cultivo láctico con bacterias
autóctonas, las cuales fueron inoculadas en leche
pasteurizada para obtener un producto con el perfil
de queso deseado.

MATERIALES Y MÉTODOS

Aislamiento de BAL. Las cepas de BAL fueron ais-
ladas a partir de muestras de queso crema tropical
artesanal, el cual fue elaborado por empresas regio-
nales localizadas en el municipio de Huimanguillo,
Tabasco, México. Las muestras de 10 g de queso
se cortaron asépticamente y se homogenizaron en
90 ml de PBS [NaCl (8.0 g L−1), KCl (0.2 g L−1),
Na2HPO4 (1.15 g L−1), K2HPO4 (0.2 g L−1), agua
destilada estéril a 1 L, pH = 7.3 ± 0.2 a 25 ◦C].

Las diluciones fueron sembradas por duplica-
do en medio de cultivo Man, Rogosa, Sharpe (MRS)
con la técnica de vaciado en placas, incubadas a 30
◦C durante 48 h. Las bacterias fueron aisladas me-
diante resiembras sucesivas por el método de estría
cruzada y se formó una colección de 20 cepas de
BAL. La pureza e identificación de las BAL fue eva-
luada de acuerdo a Walstra et al. (2001). Aunque
en el medio MRS crecieron varios géneros de bac-
terias lácticas, solamente se seleccionaron aquellas
identificadas como Lactobacillus para estudios pos-
teriores.

Identificación bioquímica de las BAL de acuer-
do al tipo de fermentación producida. Las seis
cepas seleccionadas fueron transferidas a medio de
cultivo líquido MRS con campana de Durham, se
incubaron a 30 ◦C por 48 h, para evaluar la for-
mación de burbujas, que fueron considerados como
positivos a la formación de CO2. El sistema API 50
CH (BioMerieux) fue usado para la identificación
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bioquímica. Además, la prueba de hidrólisis de argi-
nina, en MRS modificado (sin extracto de carne y
con arginina, 0.3% w/v; citrato de sodio, 0.2%; y
glucosa, 0.05%) se realizó para detectar la produc-
ción de amonio. Después de cinco días de incubación
se agregaron cinco gotas del reactivo de Nessler pa-
ra detectar la presencia de amonio (Sánchez et al.
2000).

Identificación molecular de las BAL median-
te amplificación y secuenciación del gen 16S
DNAr. El DNA genómico de las seis cepas presunti-
vamente caracterizadas como Lactobacillus spp por
pruebas morfológicas y bioquímicas fue aislado a
partir de 1.5 ml de un cultivo de toda la noche en
caldo MRS, mediante lisis mecánica con perlas de
vidrio y siguiendo en método descrito por Ausebel
et al. (1994). El DNA extraído fue usado como mol-
de en las subsecuentes reacciones de amplificación
por Polymerase Chain Reaction (PCR) con un volu-
men final de 25 µl usando un termociclador de DNA
(TECHNE Inc. Burlington, NJ, U.S.A.).

Los iniciadores 16S SENSE (5’-
TGCCTAATACATGCAAGTCG-3’) y 16S ANTI-
SENSE (5’-ACCGCTACACATGGAGTTC-3’) fue-
ron diseñados de regiones conservadas de genes
16S rDNA de especies del género Lactobacillus, a
partir de un alineamiento múltiple realizado con el
software CLUSTAL X versión 1.8 (Thompson et al.
1997). El gen 16S rDNA se ha usado sistemáti-
camente para caracterizar a estas y muchas otras
bacterias (Boldo et al. 2003).

Las secuencias fueron obtenidas de la base
de datos de la National Center for Biotechnology
Information (Anónimo 2009). La edición de los ali-
neamientos se realizó con el programa GeneDoc ver-
sión 2.3 (Nicholas & Nicholas 1997). El alineamien-
to gráfico mostró las regiones con un alto grado de
identidad, mismos que fueron empleados para el di-
seño de los iniciadores. Los iniciadores fueron anali-
zados con el software Oligo versión 4.1, para ajustes
y cálculo de la Tm y Ta (Temperatura de fusión y
alineamiento, respectivamente). Los iniciadores fue-
ron sintetizados por Invitrogen. La mezcla de PCR
contenía 10 ng de DNA molde, regulador de la Taq
DNA Polimerasa (1X) (Invitrogen, Brazil), MgCl2 (2

mM), cada uno de los desoxinucleótidos trifosfatos
(200 µm) (Invitrogen), los iniciadores (16S SENSE
y 16S ANTISENSE) (0.4 µm), Taq DNA Polimera-
sa (1U) (Invitrogen). El DNA fue amplificado con
35 ciclos usando las condiciones de amplificación:
desnaturalización a 94 ◦C, 1 min; alineamiento a 54
◦C, 1 min; polimerización a 72 ◦C, 1 min. La desna-
turalización inicial fue ejecutada a 94 ◦C por 5 min
y un paso de extensión final a 72 ◦C por 10 min.
Los productos de PCR (10 ml de cada mezcla de
reacción) fueron analizados en un gel de agarosa al
1% (p/v) (Invitrogen) con regulador TAE 1X (Tris-
acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) y teñido con
Bromuro de etidio. Un marcador de talla molecular
de DNA de 100 pb fue usado como estándar. Los
geles fueron corridos durante dos horas.

La purificación de los productos de PCR a
partir de agarosa se llevó a cabo con el kit QIAqui-
ck Gel Extraction (Qiagen Inc., Valencia, California)
aproximadamente a 100 V y el DNA fue visualizado
con un transiluminador UV.

Los fragmentos de DNA del gen 16S de las
cepas fueron enviados a secuenciar a la Unidad de
Diagnóstico y Análisis Molecular del Instituto Nacio-
nal de Salud Pública (INSP) en Cuernavaca, More-
los.

Huella genética empleando el análisis RAPD-
PCR. El RAPD-PCR (Polimorfismo del DNA Am-
plificado al Azar) fue realizado a cada una de las ce-
pas de BAL seleccionadas, empleando 10 ng de DNA
genómico y cada uno de los iniciadores OPA-18 (5’-
GGACTGCAGA-3’) Y OPE-04 (5’-GTGACATGCC-
3’), siguiendo los métodos previamente descritos
(Lockhart et al. 1997; Boldo et al. 2003).

Relaciones de similitud entre las secuencias de
genes 16S rDNA de Lactobacillus descritos y
las cepas BAL aisladas. Las secuencias de nu-
cleotides que codifican los genes del 16S DNAr de
bacterias BAL (3L, 5L, 6L, 14L, 19L y 20L) fue-
ron depositadas en la base de datos de la NBCI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov); posteriormen-
te se compararon con las secuencias disponibles en el
GenBank Database: http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/entrez/query. Cinco alineamientos múltiples
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de secuencias de nucleótidos de genes 16S rDNA se
realizaron para 47 especies del género Lactobacillus
y Pediococcus acidolactici. Se construyó un árbol de
similitud con MEGA (Molecular Evolutionary Gene-
tics Analysis) versión 2.1 (Kumar et al. 2001), usan-
do el método de agrupamiento de neighbor-joining
y el índice P (Poisson). La evaluación estadística
incluyó 1 000 aleatorizaciones tipo bootstrap.

Evaluación de la capacidad de disminución de
pH de las cepas BAL aisladas. Cada una de las
cepas (500 micro litros; 108 UFC ml−1) fue inocula-
da a tubos con 50 ml de leche semidescremada (1.6
g l−1 de grasa) ultra pasteurizada, se incubaron a
30, 37 y 42 ◦C. El pH fue medido a las 0, 6, 12,
24, 48 y 72 h de incubación. En cada uno de los
tratamientos se hicieron cinco repeticiones.

Análisis de los productos de la fermentación. La
leche fermentada (72 h de incubación) con cada una
de las cepas fue centrifugada a 13,000 r.p.m. por 10
minutos, el sobrenadante fue colectado, pasteuriza-
do a 85 ◦C por 5 min y usado para el análisis de
las siguientes variables: ácido láctico, ácido acético,
propiónico y butírico. Los precursores y metaboli-
tos del ácido láctico fue determinada por el método
de Taylor citado por Madrid et al. (1999), mientras
que el resto fueron cuantificados por cromatografía
de gases (Erwin et al. 1961). En cada uno de los
tratamientos se hicieron cinco repeticiones.

Análisis fisicoquímico del queso crema tropical.
Para la determinación del ácido láctico, la acidez
total fue medida usando como medio de titulación
volumétrica NaOH 0.1 N y el indicador de fenol-
ftaleína. La acidez total se reportó en% de ácido
láctico (g de materia seca)−1.

Para la determinación del pH, 10 g de mues-
tra se diluyeron en 90 ml de agua y se tomó lectura
utilizando potenciómetro digital Hanna.

La densidad (g cm−3) de las muestras fue cal-
culada mediante cubos de 3x3x3 cm de lado con una
regla con escala vernier y su masa fue medida en una
balanza granataria con una aproximación de ± 0.1
g. En cada uno de los tratamientos se hicieron cinco
repeticiones.

Elaboración del queso crema tropical utilizan-
do las BAL seleccionadas. El queso crema tropical
manufacturado con las cepas de BAL seleccionadas
fue elaborado en el laboratorio del Colegio de Post-
graduados Campus Tabasco. La leche se estandarizó
a 3% de grasa, se pasteurizó a 63 ◦C por 30 min,
se bajó la temperatura a 37 ◦C, se inoculó con 1%
de leche semidescremada acidificada con los cultivos
lácticos seleccionados (108 UFC ml−1).

Por cada 10 L de leche, se agregó 1 ml de
cuajo (fuerza 1:10 000). La leche se dejó en reposo
por aproximadamente 12-18 h (pH 4.9-5.3), se cor-
tó la cuajada y se dejó escurrir por 12 h a 4 ◦C. A la
cuajada se agregó NaCl en una proporción de 4% de
leche, se prensó durante 4 h y se empacó en papel
de polietileno, y se refrigeró a 4 ◦C. La manufactura
de los quesos se repitió cinco veces.

Materia seca. Las muestras de 10 g de queso se se-
caron a 102 ◦C por 4 h, se enfriaron en un desecador
y se pesaron.

Porcentaje de humedad =
m1 −m2

m1
× 100

m1 = peso de la muestra húmeda;
m2 = Peso de la muestra seca.

En cada uno de los tratamientos se hicieron
cinco repeticiones.

Análisis microbiológico. La presencia de colifor-
mes y Escherichia coli se determinó en la leche bron-
ca, leche pasteurizada, queso artesanal y queso ela-
borado con leche pasterizada.

Para las pruebas microbiológicas de colifor-
mes y Escherichia coli, se utilizó el medio de cultivo
RAPID Coliform HiCrome Broth (Sigma Aldrich).

El substrato cromogénico permite detectar la
presencia de la enzima β-galactosidasa en colifor-
mes; el substrato MUG permite detectar la presen-
cia de la enzima glucoronidasa, especifica en Es-
cherichia coli. En cada uno de los tratamientos se
hicieron cinco repeticiones.

Análisis estadísticos. Para cada uno de los trata-
mientos se hizo un análisis de varianza de la dis-
minución del pH en relación a las cepas, tiempos y
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temperaturas. El experimento fue de tipo factorial
A x B x C. El factor A consistió de 20 cepas (20
niveles), el factor B tuvo tres niveles (tres tempe-
raturas) y el factor C incluyó los cinco tiempos de
medición del pH.

La combinación de niveles A x B generó un
total de 60 tratamientos con cinco repeticiones, mis-
mos que fueron alojados en un diseño completamen-
te al azar con arreglo en parcelas divididas en tiempo
(split plot in time), las parcelas divididas consistie-
ron en cinco tiempos de medición. La comparación
de medias de tratamientos se realizó con la prue-
ba de Tukey (Steele & Torrie 1988) en el programa
estadístico SAS versión 8.4 (Anónimo 2001).

Un diseño completamente al azar se utilizó
para el análisis estadístico de los datos de los ácidos
grasos volátiles de las seis cepas seleccionadas.

Las curvas de acidificación, a tres tempera-
turas (30, 37 y 42 ◦C), se analizaron con el soft-
ware Numerical Methods Toolkit (Chapra & Canale
2002) para calcular el área bajo la curva de pH pa-
ra cada una de las temperaturas por cada cepa. La
comparación de medias de tratamientos se realizó
con la prueba de Tukey (Steele & Torrie 1988) en
el programa estadístico SAS versión 8.4 (Anónimo
2001).

RESULTADOS

Aislamiento, selección y purificación de las bac-
terias ácido lácticas a partir del queso crema
tropical. Se formó un banco de 20 cepas de bacte-
rias lácticas, las cuales fueron aisladas a partir del
queso crema artesanal elaborado en la región Chon-
talpa en el estado de Tabasco. Las 20 cepas tuvieron
características del género Lactobacillus en relación
a su morfología de bacilos, su tinción de Gram posi-
tivos, su capacidad de crecer en ausencia de O2, su
reacción catalasa negativas, su ausencia de esporas
y por producir predominantemente ácido láctico a
partir de la fermentación de carbohidratos simples.

Características bioquímicas de las BAL. Las ce-
pas 3L, 5L, 6L, 19L y 20L tuvieron un perfil de fer-
mentación similar a Lactobacillus fermentum. Esto
por producir CO2, su capacidad de fermentar gluco-

nato, D rafinosa, melibiosa, sacarosa, lactosa, gluco-
sa, galactosa y ribosa. En tanto que la 14L tuvo un
perfil de fermentación similar a Lactobacillus pento-
sus (Tabla 1).

Identificación molecular de las BAL mediante
la secuenciación del gen 16S DNAr y RAPD-
PCR. Los iniciadores diseñados fueron funcionales
para amplificar el fragmento de 658 pb del gen 16S
DNAr para las seis cepas de lactobacilos (Figura 1).

Figura 1. Fragmento del gen 16S DNAr de cepas de especies del
género Lactobacillus amplificado por PCR. Carril 1, Marcador de
talla molecular de DNA (en pares de bases); Carriles 2 a 7, cepa
3L, cepa 5L, cepa 6L, cepa 14L, cepa 19L y cepa 20L respectiva-
mente El DNA de las cepas del género Lactobacillus amplifican
un fragmento de 658 pb aproximadamente del gen 16S DNAr.
Figure 1. Fragment of the gene 16S DNAr of strains of species
of the genus Lactobacillus amplified by PCR. Lane 1, DNA
molecular marker (in pairs of bases); Lanes 2 to 7, strain 3L,
strain 5L, strain 6L, strain 14L, strain 19L and strain 20L
respectively. The DNA of the strains of the genus Lactobacillus
amplify a fragment of 658 pb approximately of the gene 16S
DNAr.

Para las cepas 3L, 5L, 6L, 19L y 20L, las se-
cuencias de esos fragmentos fueron homólogas a las
del gen 16S DNAr de L. fermentum; mientras que
para la cepa 14L fueron homólogas a la del gen 16S
DNAr de L. pentosus y de L. plantarum (Tabla 1).

Las seis cepas de Lactobacillus seleccionadas,
mostraron que L. fermentum y L. pentosus tuvieron
diferentes patrones de amplificación en los geles de
electroforesis (Figura 2).

Evaluación de la reducción del pH de la leche
por efecto de la temperatura, tiempo de incu-
bación y cepas. La fermentación de la leche (re-
ducción de pH) tuvo variaciones significativas debi-
do a los siguientes factores: el tipo de cepas utili-
zadas (ANDEVA F = 5,88; P = 0.0001), la tem-
peratura de incubación (ANDEVA F = 43.91; p =
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Tabla 1. Identidad molecular y pruebas bioquímicas de las seis especies de Lactobacillus fermentum (3L, 5L, 6L, 19L y Lactobacillus pentosus
(14L) aisladas del queso crema tradicional. +, Reacción positiva,-, reacción negativa, +/-, reacción débil. Todas las bacterias fermentaron
D-galactosa, D-glucosa, lactosa, melibiosa, sacarosa, D-rafinosa. Ninguna fermento L-xilosa, D-adonitol, inulina, almidón, glucógeno, xilitol,
D-lixosa, tagatosa, fucosa, L-arabitol, 2-cetogluconato potásico, 5-cetogluconato potásico.
Table 1. Biochemical tests and molecular identity of the six species of Lactobacillus fermentum (3L, 5L, 6L, 19L and Lactobacillus pentosus
(14L) isolated from traditional cream cheese. +, positive reaction,-, negative reaction, +/-, weak reaction. All the bacterias fermented D-
galactose, D-glucose, lactose, melibiose, sacarose, D-rafinose. None fermented L-xilose, D-adonitol, inuline, starch, glucogen, xilitol, D-lixose,
tagatose, fucose, L-arabitol, potasic 2-cetogluconate, potasic 5-cetogluconate.

Especies de Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
Lactobacillus fermentum 3L fermentum 5L fermentum 6L pentosus 14L fermentum 19L fermentum 20L
identificadas

Similitud (%) entre el
fragmento del 16S rDNA
amplificado y las especies
de referencia en NCBI
(Anónimo 2009) 98.00% 97.00% 97.00% 100.00% 99.00% 98.00%

CO2 a partir de glucosa + + + - + +
NH3 a partir de arginina - - - - - -
15 ◦C + + + + + +
45 ◦C +/- - - - - -
Glicerol - - - + + +/-
Eritritol - - - +/- - -
D-Arabinosa - - - +/- - -
L-Arabinosa - - - +/- - -
Ribosa + + +/- + + +/-
D-Xilose - - - +/- - -
Metil-βD-Xilopiranosida - - - +/- - -
D-Fructosa + +/- +/- + + +
D-Manosa - - - + - -
Ramnosa - - - +/- +/- -
Inositol - - - +/- +/- -
D-Mannitol - - - + + -
Sorbitol - - - +/- - -
Metil -αD -Manopiranosida - - - +/- + -
Metil-αD- Glucopiranosida - - - +/- + -
N-Acetilglucosamina - - - + + -
Amigdalina - - - + + -
Arbutina - - - + + -
Esculina +/- - - + + -
Salicina - + - + + -
Celobiosa - - +/- + + -
Maltosa - - - + + -
Lactosa + + + + + +
Melibiosa + + + + + +
Sacarosa + + + + + +
Trehalosa - - - + + -
Melezitosa - - - + + -
Gentiobiosa - - - - + -
D -Turanosa - - - - + -
D- Arabitol - - - - + -
Gluconatopótasico +/- + - - + +/-

0.0001), el tiempo en horas de acidificación de la le-
che utilizadas (ANDEVA F = 1884.83; p = 0.0001)
y las interacciones respectivas entre esos factores,
que fueron cepa x temperatura (ANDEVA F = 3.54;
p = 0.0001), cepa x hora (ANDEVA F = 1.98; p =
0.0001), temperatura x hora (ANDEVA F = 9.14; p
= 0.0001). La interacción cepa x temperatura x ho-

ra no resultó significativamente diferente (ANDEVA
F = 0.84; p = 0.906).

En las comparaciones posthoc, la caída del pH
a 30 ◦C fue significativamente menor que a 37 y 42
◦C . Entre 37 y 42 ◦C no se observaron diferencias
significativas (Tukey; p < 0.05). En relación al tiem-
po de incubación, el pH alcanzo niveles más bajos
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a 72, 48, 24 6h respectivamente (Tukey; p < 0.05).
En las comparaciones posthoc, la caída del pH por
efecto de las cepas, se observaron 3 grupos. Las ce-
pas que disminuyeron significativamente el pH con
los valores más bajos fueron las tres siguientes: 3,
19, 20; que fueron identificadas como L. fermentum
3L, L. fermentum 19L, L. fermentum 20L (Tukey;
p < 0.05). Las bacterias que siguieron en dismi-
nuir el pH a los valores mas bajos fueron las tres
siguientes 5, 14 y 6, que fueron identificadas como
L. fermentum 5L, L. pentosus 14L y L. fermentum
6L; las cuales pertenecen al grupo de las bacterias
heterofermentativas obligadas y la cepa L. pentosus
14L del grupo de las heterofermentativas facultati-
vas. Mediante métodos numéricos se calculo el área
bajo la curva para cada una de las seis cepas a tres
temperaturas), se comprobó la temperatura óptima
para cada cepa (Figura 3).

Acido láctico y ácidos grasos volátiles de ca-
dena corta en la leche acidificada a partir de
las cepas seleccionadas. Estadísticamente no se
presentaron diferencias significativas en cuanto a la
producción de acidez, ácido láctico, acético, propió-
nico y butírico en las leches fermentadas con las seis
cepas de BAL identificadas (ANDEVA F = 2.1; p =
0.76).

El ácido láctico fue el metabolito de mayor
presencia en la leche fermentada con todas las ce-
pas (Tabla 2).

Evaluaciones fisicoquímicas para el queso cre-
ma tropical con leche bronca y queso crema
tropical con leche pasteurizada. Los quesos cre-
ma tropical elaborados con leche pasteurizada em-
pleando L. fermentum 3L, L. fermentum 5L, L. fer-
mentum 6L, L. pentosus 14L, L. fermentum 19L y L.
fermentum 20L no presentaron diferencias significa-
tivas en las evaluaciones fisicoquímicas (pH, acidez
y humedad) con respecto al queso crema tropical
artesanal (ANDEVA F = 1.3; p = 0.88) (Tabla 3)
pero si se presentaron diferencias significativas en la
densidad (ANDEVA F = 14.3; p = 0.001).

Pruebas microbiológicas obtenidas de la leche
bronca y leche pasterizada. Con el tratamiento

térmico se redujo la carga microbiana inicial que
contenía la leche bronca (cuenta total, coliformes,
hongos y levaduras) y al mismo tiempo se observó
que la leche fue un medio de crecimiento adecua-
do para el crecimiento de las BAL inoculadas como
cultivos lácticos iniciadores (Tabla 4) para dar lugar
a una fermentación láctica pura.

Figura 2. Patrones de amplificación por RAPD-PCR del DNA
de cepas de especies del género Lactobacillus con el iniciador
OPE-18. Carriles 1 a 6, cepas 3L, 5L, 6L, 14L, 19L y 20L, res-
pectivamente.
Figure 2. Amplification patterns by RAPD-PCR of the DNA
of strains of species of the genus Lactobacillus with the starter
OPE-18. Lanes 1 to 6, strains 3L, 5L, 6L, 14L, 19L and 20L
respectively.

Calidad microbiológica de los quesos fabrica-
dos con leche bronca y leche pasterizada. En
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Figura 3. Reducción de pH de las seis cepas seleccionadas a 30 ◦C(�), 37 ◦C (#), 42 ◦C ( ). Diferentes letras en la misma cepa son
significativamente distintos (ANDEVA; p < 0.05).
Figure 3. Reduction in pH of the six selected strains at 30 ◦C(�), 37 ◦C (#), 42 ◦C ( ). Different letters in the same strain are
significantly different (ANOVA; p < 0.05).

los análisis microbiológicos efectuados para ambos
tipos de quesos, la cuenta total, hongos y levaduras
y coliformes totales y E. coli fueron significativa-
mente mas altos en los quesos manufacturados con
leche sin pasterizar que en los quesos manufactura-
dos con leche pasterizada (ANDEVA F = 14.3; p =
0.01, Tukey; p < 0.05), pero no se encontró dife-
rencia estadística en la determinación de cuenta de
BAL (ANDEVA F = 1.2; p = 0.46) (Tabla 4).

Las poblaciones más bajas de esos microor-
ganismos se encontraron en el queso fabricado con
leche pasterizada (p < 0.05). El número de bacte-
rias lácticas no resultó diferente entre ambos tipos
de queso (p > 0.05).

DISCUSIÓN

El propósito de este estudio fue aislar 20 BAL,
y caracterizar e identificar las seis BAL con mayor
potencial acidificante, característica importante pa-
ra la elaboración del “queso crema tropical” tradi-
cionalmente fabricado con leche bronca. Por sus ca-
racterísticas morfológicas y bioquímicas, estas bac-
terias pudieron considerarse como pertenecientes al
género Lactobacillus (Walstra et al. 2001; Axelsson
2004).

La caracterización de las BAL se hizo con una
combinación de las pruebas morfológicas, metabó-
licas y fisiológicas (Axelsson 2004) y por métodos
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Tabla 2. Producción de ácido láctico y AGV (g L−1) de cadena corta de las BAL durante la acidificación
de leche. Valores con la misma literal en una columna no presentan diferencias significativas (ANDEVA; p
> 0.05).
Table 2. Lactic acid production and short chain AGV (g L−1) of LAB during the acidification of the milk.
Values with the same letter in a column do not presentan significant differences (ANOVA; p > 0.05).

Cepa Acido láctico Acido acético Acido propiónico Acido butírico

L. fermentum 3L 0.76a 0.40a 0.06a 0.07a

L. fermentum 5L 1.26a 0.54a 0.07a 0.10a

L. fermentum 6L 1.28a 0.46a 0.09a 0.025a

L. pentosus 14L 1.07a 0.45a 0.13a 0.15a

L. fermentum 19L 0.82a 1.03a 0.11a 0.05a

L. fermentum 20L 1.28a 0.99a 0.40a 0.12a

moleculares, que estuvieron basados en la secuen-
ciación del 16s rDNA (Holzapfel et al. 2001).

Dos iniciadores de PCR fueron diseñados a
partir de secuencias de nucleótidos de genes que co-
difican para regiones conservadas del 16S rDNA del
material genético de especies del género Lactoba-
cillus. Esos iniciadores permitieron obtener los am-
plicones de las seis cepas de BAL de este estudio.
Un análisis de las secuencias de nucleótidos de esos
fragmentos, mostró que cinco cepas 3L, 5L, 6L, 19L
y 20L contenían secuencias de pares de bases homó-
logas a L. fermentum. Esta identidad fue confirmada
con las pruebas bioquímicas.

En el caso de la cepa Lactobacillus 14L, el
análisis de la secuencia de nucleótidos mostró simi-
litud con L. plantarum y L. pentosus, pues ambas
especies tienen secuencias completamente homólo-
gas en el segmento del 16s rDNA estudiado. Esas
similitudes entre L. plantarum y L. pentosus fueron
anteriormente observadas por Sui et al. (2002). Un
criterio bioquímico que se usa para diferenciar entre
estas especies, consiste en la capacidad de fermen-
tar D-xilosa y glicerol por L. pentosus y no por L.
plantarum (Zanoni et al. 1987). Por lo tanto para
decidir a cuál de esas especies pertenecía la cepa 14
L, se consideró dicho criterio (Tabla 1), quedando
Lactobacillus 14L como L. pentosus 14L.

Una caracterización de otras secciones del
DNA ribosomal, como son el 23S o el 5S, además
del 16S, han permitido distinguir entre algunas ce-
pas muy parecidas como lo es L. plantarum y L.
pentosus (Bringel et al. 1996).

Inicialmente no se sabía que L. plantarum/L.

pentosus podría estar entre las cepas de la colección,
por lo cual no se consideraron los mencionados ge-
nes y las regiones interespaciadoras para hacer los
estudios de secuenciación.

La técnica de RAPD con el iniciador OPE-
18 fue útil para distinguir entre L. fermentum y L.
pentosus en los geles de electroforesis. Como acti-
vidad queda pendiente evaluar la formación de ban-
das de electroforesis para especies filogenéticamente
relacionadas como L. plantarum y L. pentosus, que
utilizando otros iniciadores han podido ser distingui-
dos utilizando el RAPD-PCR (van Reenen & Dicks
1996).

L. fermentum es una especie de Lactobaci-
llus heterofermentativa obligada que ha sido aisla-
da de productos lácteos, masa de pan, ensilados,
compostas, heces y saliva de humanos (Dellaglio et
al. 2004). En tanto que L. pentosus es una especie
heterofermentativa facultativa que ha sido aislado
predominantemente de productos vegetales, carnes,
del tracto gastrointestinal (Sui et al. 2002) y tam-
bién de productos lácteos (Ayad et al. 2004). No
obstante, al parecer esta especie no se usa como
cultivo iniciador para productos lácteos (Coeuret et
al. 2003).

La cinética de disminución de pH fue un factor
que se utilizó para la selección de las BAL, pues el
queso artesanal presenta un pH bajo. El pH bajo in-
hibe el crecimiento de microorganismos indeseables
y patógenos (Collins 1977), que se han detectado en
algunos quesos en Tabasco (Borbolla et al. 2004).
Un bajo pH lleva a la inhibición del grupo de colifor-
mes, especialmente cuando hay otros mecanismos
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Tabla 3. Características fisicoquímicas y organolépticas de los quesos elaborados con las seis cepas seleccionadas y del queso crema
artesanal. a,b, = medias con letra distinta en una columna son diferentes (Tukey; p < 0.05).
Table 3. Physicochemical and organoleptic characteristics of the cheeses prepared with the six selected strains of the artisanal cream
cheese. a,b, = media with a different letter in a column are different (Tukey; p < 0.05).

Quesos elaborados pH Acidez ( %) Densidad (g cm−3) Humedad ( %) Color Olor Sabor Textura
con cepas

L. fermentum 3L 4.48a 1.47a 0.86b 0.47a C C C Desmorona
L. fermentum 5L 4.67a 1.23a 0.97ab 0.47a C C C Desmorona
L. fermentum 6L 4.47a 1.43a 0.97ab 0.48a C C C Desmorona
L. pentosus 14L 4.40a 1.27a 0.97ab 0.47a C C C Desmorona
L. fermentum 19L 4.48a 1.70a 1.05a 0.47a C C C Desmorona
L. fermentum 20L 4.47a 1.13a 0.91ab 0.47a C C C Desmorona
Queso artesanal 4.14a 1.38a 0.97ab 0.47a C C C Desmorona

de estrés como son la reducción de la actividad de
agua y la presencia de sal (Jay 2000). Los coliformes
totales y Escherichia coli son los microorganismos
indicadores de la calidad sanitaria de los procesos
de pasteurización e higiene de equipos y materiales
empleados (Monsalve & Gónzales 2005).

En el queso elaborado con las bacterias selec-
cionadas, la acidificación consistió en dos partes, en
las primeras 12-18 horas durante el reposo de la cua-
jada para acidificar la leche, posteriormente durante
el desuerado y escurrido, en la que siguió el proce-
so de acidificación, hasta el amasado, en la cual se
interrumpe con la adición de sal y con el prensado,
con la eliminación de agua.

La pasterización de la leche redujo la carga
microbiana inicial en la leche y permitió obtener un
producto terminado conteniendo casi exclusivamen-
te bacterias lácticas, a diferencia del queso artesa-
nal, en que la cuenta total, los hongos y levaduras
y los coliformes y E. coli fue más alta que en los
quesos elaborados con leche pasterizada. Sería con-
veniente evaluar que tanto la presencia de patógenos
podría ser en realidad un problema a nivel epidemio-
lógico para este tipo de quesos manufacturados con
leche no pasterizada, pues puede decirse que el nú-
mero de coliformes en el queso artesanal fue bajo,
lo cual es consecuencia del bajo pH del queso, que
tiene efectos antimicrobianos contra esos microor-
ganismos (Booth & Kroll 1989).

La disminución del pH es consecuencia de la
fermentación de lactosa en ácido láctico; lo cual
además de reducir los riesgos de presencia de pa-

tógenos, tiene otros efectos como la gelificación de
la leche, la sinéresis y la formación de sabor y aro-
ma (Walstra et al., 2001). El ácido que se produjo
fue predominantemente ácido láctico, que además
de aumentar la vida útil del producto, imparte un
sabor ácido suave y agradable, que no domina sobre
otros compuestos aromáticos y más bien realza el
sabor (Pszczola 2007).

Los ácidos acético, propiónico y butírico por
las seis cepas de BAL identificadas, estuvieron en
muy bajas concentraciones. Estos resultados con-
cuerdan con el hecho de que las BAL producen pre-
dominantemente ácido láctico como resultado de la
fermentación de carbohidratos simples como la glu-
cosa y la lactosa (Holzapfel et al. 2001).

Este estudio presenta información acerca de
que los lactobacilos son un grupo importante en la
manufactura del queso crema tropical, tanto por su
abundancia en el producto como por la presencia de
ácido láctico, que es resultado de su metabolismo
de la lactosa (Coeuret et al. 2003).

L. fermentum y L. pentosus fueron las es-
pecies identificadas en este estudio. Es posible que
algunas de las cepas puedan utilizarse para manufac-
turar el queso crema tropical con leche pasterizada,
pues la calidad microbiológica del queso elaborado
con leche pasteurizada es mejor al queso crema tro-
pical artesanal, además de asegurar la inocuidad ha-
cia el consumidor final y cumplir con la normatividad
en relación a la necesidad de usar leche pasterizada.
En una evaluación preliminar de fabricación de que-
so con L. pentosus y L. fermentum se obtuvo una
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Tabla 4. Calidad microbiológica de leche bronca, leche pasterizada, leche pasterizada y fermentada por 14 horas, queso elaborado
con leche pasterizada y queso artesanal. a,b,c = medias con letra distinta en una columna son diferentes (Tukey; p < 0.05).
Table 4. Microbiological quality of non-pasteurised milk, pasteurised milk, milk pasteurised and fermented for 14 hours, cheese
prepared with pasteurised milk and artisanal cheese. a,b,c = media with a different letter in a column are different (Tukey; p < 0.05).

Cuenta total BAL Coliformes totales y Hongos y
(UFC ml−1) (UFC ml−1) E. coli (NMP ml−1) levaduras (UFC ml−1)

Leche bronca 2.93 b 3.78 b 2.87 b 1.48 a
Leche pasterizada (65 ◦C (30 min)−1) 1.48 a 1.48 a 1.48 a 1.48 a
Leche pasterizada fermentada por 14 horas 1.76 a 7.70 c 1.48 a 1.48 a
Queso elaborado con leche pasterizada 2.04 a 7.03 c 1.24 a 1.48 a
Queso artesanal 3.17 b 7.67 c 2.4 b 3.24 b

puntuación de sabor típico de 8.8 y de sabor agra-
dable de 9.15 por diez consumidores al azar. Cabe
señalar que los estudios sensoriales del queso pro-
ducido con las cepas se están llevando a cabo para
cumplir con expectativas de sabor, olor y textura
que requieren los consumidores.
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