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Resumen: 

En este estudio se analizaron cuatro sustratos de la leche para evaluar la viabilidad de la 

cepa de Lactobacillus plantarum de origen bovino después de 24 y 48 horas de 

fermentación. Además, se evaluó la viabilidad celular y la post-acidificación en la leche 

de transición fermentada por estas bacterias durante un periodo de almacenamiento de 

60 días a 4 y 25 °C. Se observó una reducción significativa (de 30.9 %) de la viabilidad 

celular después de 48 horas de fermentación para la formulación con leche entera. Sin 

embargo, en la leche de transición fermentada almacenada a 4 °C, la viabilidad celular y 

la acidez se mantuvieron en niveles aceptables a lo largo del periodo de 60 días. La 

viabilidad de L. plantarum en la leche de transición fermentada permaneció aceptable 

hasta los 50 días, y se analizaron los valores de pH mínimo después de 38 días de 

almacenamiento y los niveles máximos de acidez después de 56 días. Tomando en 
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cuenta estos resultados, la leche de transición puede ser conservada mediante la 

fermentación con L. plantarum como un sustituto de la leche en la alimentación 

artificial para terneros como alimento funcional. 

Palabras clave: Salud animal, Alimentación de los terneros, Fermentación, 

Conservación de alimentos, Probióticos. 
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El uso de probióticos en el alimento para animales promueve la salud animal y mejora 

la productividad(1) y, por ende, representa una posible estrategia para controlar y 

prevenir la colonización del tracto gastrointestinal por bacterias patógenas(2). Se ha 

caracterizado el potencial probiótico de las bacterias de ácido láctico, y las especies del 

género Lactobacillus han revelado efectos benéficos in vitro e in vivo en el control de la 

diarrea en los terneros(3). 

 

El principal reto que presenta la creciente demanda de probióticos en el mercado 

mundial es que una cepa probiótica se debe cultivar en las concentraciones adecuadas 

en un producto determinado, y la viabilidad celular se debe mantener durante toda la 

vida útil de éste(4,5). Se evaluaron los alimentos que contienen probióticos en tanto 

tecnologías para el suministro de probióticos, así como la incorporación de estos 

microorganismos a la leche fermentada ha dado como resultado productos con una 

viabilidad celular y una funcionalidad elevadas(1,6). 

 

Se puede utilizar calostro fermentado (del primer al tercer día del posparto) o la leche de 

transición (hasta el séptimo día de posparto) como sustitutos de leche para la 

alimentación artificial, con lo cual se reducen los costos y se promueve el desarrollo 

saludable de los terneros(7,8). Se han sugerido estas secreciones iniciales del periodo de 

lactancia como sustitutos para la producción de probióticos animales(6), dado que no 

tienen ningún valor comercial, pese a su elevado contenido de proteínas y 

vitaminas(9,10). Además, las células de inmunoglobulina en el calostro fermentado tienen 

la misma viabilidad que el calostro in natura y son capaces de transferir inmunidad 

pasiva a los terneros recién nacidos(11). No obstante, se han registrado pérdidas por 

putrefacción durante la fermentación. Éstos pueden asociarse con la proliferación de 

organismos patógenos o de descomposición(7). 

 

Se considera que los productos lácteos son las mejores matrices portadoras de bacterias 

de ácido láctico, que son el principal grupo de especies probióticas(12). En este estudio 

preliminar fue selecionada una cepa de Lactobacillus del tracto intestinal de un ternero 

que presentaba efectos inhibitorios de las cepas de Escherichia coli que provocan 
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diarrea a los terneros. Además, se observó un mayor aumento de peso diario en terneras 

alimentadas con la leche fermentada que contenía la cepa de especies de 

Lactobacillus(13). Sería pertinente realizar un análisis más profundo de esta cepa de 

probióticos en la leche de transición y de los tiempos de almacenamiento adecuados, 

con lo cual se reducirían los costos de la alimentación artificial y mejoraría la salud de 

los terneros. 

 

En este estudio se evaluó el potencial de cuatro sustratos lácteos para el crecimiento de 

Lactobacillus plantarum durante dos periodos de fermentación. Además, se evaluó la 

viabilidad celular y la post-acidificación en la leche de transición fermentada por esta 

bacteria en un periodo de almacenamiento de 60 días a dos temperaturas diferentes. 

 

La cepa de bacterias analizada se aisló de las heces de un ternero ¾ Holstein y ¼ Gyr 

destetado de 4 meses de edad. La bacteria se seleccionó por tener una mayor resistencia 

al pH ácido y a las sales biliares in vitro; ambas son características importantes de los 

probióticos para demostrar un efecto antagónico mayor entre dos cepas de Escherichia 

coli que provocan colibacilosis en los terneros(13). 

 

A fin de llevar a cabo la identificación molecular de estas bacterias, se extrajo ADN y se 

lo amplificó mediante la reacción de la cadena de polimerasa (PCR) mediante el uso de 

los cebadores 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) y 1492R (5′-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3′) como lo describe Lane(14), y se secuenció el gen 16S 

ARNr(15) con el secuenciador automático MegaBACE® 1000 (GE Life Sciences, 

Chicago, EEUUA) en el Laboratorio Biotecnológico Myleus (Belo Horizonte, Brasil). 

La secuencia del gen 16S ARNr fue verificada con el software SeqScanner® versión 1.0 

(Applied Biosystems, Foster City, EEUUA) y cotejada con la base de datos del Centro 

Nacional de Información Biotecnológica de Estados Unidos (NCBI) mediante el 

servidor BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Se reconoció la cepa como 

Lactobacillus plantarum, considerando un umbral de similitud del 99 %. Además, la 

cepa de bacterias tuvo puntajes de identificación superiores a 2.0 cuando se la analizó 

mediante una espectrometría de masas de tiempo de vuelo con ionización por desorción 

con láser asistida por matrices (MALDI-TOF MS), utilizando el software MALDI-

Biotyper v2.0(16). 

 

Las bacterias se conservaron en congelación (a -18 °C) en tubos con una mezcla de 

caldo de cultivo de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) y 20% (m/m) de glicerol. A fin de 

activar los microorganismos, se añadieron 0.2 mL de cultivos congelados a 10 mL de 

MRS y se incubaron durante 24 h a 37 °C.  Posteriormente se realizaron dos 

inoculaciones sucesivas en tubos de ensayo que contenían 10 ml de la leche descremada 

reconstituida a una concentración de 10 % de sólidos no grasos. Por cada inoculación se 

incubaron los tubos durante 24 h a 37 °C. 

 

Principalmente, se probó la viabilidad de esta bacteria en dos periodos de fermentación 

diferentes y en cuatro formulaciones distintas de sustratos: (1) leche descremada 
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reconstituida (LDR), que constó de la leche descremada en polvo (Molico, Nestlé) 

reconstituida en agua destilada a una concentración de 10% (m/v) sólidos no grasos, (2) 

leche de transición (LT) de vacas Holstein al tercer día después del parto, (3) leche 

entera (LE) de animales de la misma raza y granja lechera que los de la formulación de 

LT, y (4) mezcla de 50 % de LE y 50 % de LT (LET). 

 

Se vertió cada formulación (25  ml) en tubos de ensayo, y a cada tubo se le añadió un 

0.3 % (m/v) de citrato de sodio como estabilizador. Luego se pusieron los tubos en una 

autoclave a 121 °C durante 15 min. Después, se los enfrió hasta alcanzar la temperatura 

ambiente (25 ± 2 °C) y se añadió a cada formulación 2 % (v/v) de cultivo de L. 

plantarum (8 log UFC ml-1), puesto que las primeras concentraciones fueron de 6.6 log 

UFC·ml-1. Los tubos fueron agitados e incubados en una incubadora BOD a 37 °C 

durante 24 y 48 h. La Figura 1 muestra el flujograma de producción para cada 

formulación. 

 

Figura 1: Flujograma del proceso de producción de cuatro productos lácteos 

fermentados con Lactobacillus plantarum con potencial probiótico 
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En un segundo ensayo, se evaluó la viabilidad de las bacterias, así como la post-

acidificación de la leche de transición fermentada preparada como se describe arriba, 

pero incubada solamente durante 24 h a 37 °C. Después de la fermentación, se 
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almacenaron las muestras a 4 y 25 °C para someterlas a análisis microbiológicos y 

fisicoquímicos, como puede verse en la Figura 2. 

 

Figura 2: Flujograma del proceso de producción de leche de transición fermentada con 

Lactobacillus plantarum con potencial probiótico 

 
 

Los conteos de bacterias viables para las cuatro fermentaciones se hicieron 

inmediatamente después de las 24 o 48 h de incubación. Para la leche de transición 

fermentada a dos temperaturas diferentes, los conteos de células viables se evaluaron a 

los 0, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 días de almacenamiento. 

 

Los sustratos fermentados se diluyeron serialmente a 10-7 en 0.1 % (m/v) de agua de 

peptona estéril, y se transfirieron porciones alícuotas de 1 ml a cajas de Petri 

esterilizadas. Luego se añadió medio de agar MRS (HiMedia, Mumbai, India), y se 

homogeneizó el material mediante el método de vertido en placa. Éste se aplicó dos 

veces para todos los análisis. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 72 h bajo 
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condiciones aeróbicas, y se realizó un conteo de las unidades formadoras de colonias 

(UFC). Los resultados se expresaron como log UFC por mililitro de sustrato 

fermentado.  

 

El pH de los sustratos fermentados se midió utilizando un potenciómetro digital con un 

electrodo de vidrio combinado (marca Hanna, modelo pH21). La acidez titulable, 

expresada como % (m/v) de ácido láctico, se determinó mediante titulación ácido-base. 

Ambos análisis se realizaron después de 0, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 días de 

almacenamiento. 

 

Los datos se sometieron a un análisis de varianza, y se evaluó la significancia de las 

diferencias entre las medias usando la prueba de Tukey con un intervalo de confianza 

del 95 % (P<0.05). Se llevaron a cabo análisis de regresión para describir la viabilidad 

celular, el pH y la acidez titulable como una función del tiempo de almacenamiento a 

cada temperatura de almacenamiento. Ambos experimentos utilizaron un esquema 

factorial con cuatro réplicas para cada condición, y el diseño experimental fue 

totalmente aleatorizado. Los análisis se realizaron usando el Sistema de Análisis 

Estadístico SAS versión 9.4 (SAS, 2014). 

 

La viabilidad de los microorganismos en los alimentos probióticos es el principal 

determinante de la funcionalidad de estos productos. En este estudio, los conteos de 

células viables de los cultivos probióticos fueron superiores a 8.40 log UFC·ml-1 

(Cuadro 1). No hubo diferencia significativa en la concentración de L. plantarum en los 

cuatro sustratos lácteos después del mismo periodo de incubación. La leche de 

transición permitió el crecimiento viable de las células probióticas a las mismas 

concentraciones que la leche entera, lo cual sugiere que se debe elegir ésta como 

sustrato de crecimiento puesto que carece de valor comercial para la industria de los 

lácteos. 

 

Cuadro 1: Conteos de células viables (log UFC ml-1) de Lactobacillus plantarum en la 

leche descremada reconstituida (LDR), la leche de transición (LT), la leche entera (LE), 

y la mezcla de 50 % de LT + 50 % de LE (LET) después de 24 y 48 h de fermentación a 

37 °C 

Tiempo de 

fermentación 

Sustrato 

LDR LT LE LET 

24 h 8.77Aa 8.67Aa 8.91Aa 8.62Aa 

48 h 8.58Aa 8.82Aa 8.40Ab 8.64Aa 

Coeficiente de variación: 2.61 %. Las letras mayúsculas en la misma fila y las letras minúsculas para los 

valores de la misma columna indican diferencias significativas (P<0.05). 

Para la formulación de LE, hubo una reducción significativa (de 30.9 %) en los conteos 

de células viables entre las 24 y las 48 h de fermentación. En contraste, para las 

formulaciones de LDR, LT y LET, los conteos de células viables de L. plantarum 

fueron similares después de 24 y 48 h de fermentación, lo que indica que sólo se 
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requieren 24 h para que el microorganismo alcance concentraciones elevadas en estos 

sustratos. 

 

En otro estudio, se analizó el crecimiento de las cinco cepas de probiótico en la leche 

UHT suplementada con triptona y fructuosa, y todas las cepas alcanzaron conteos 

máximos de células viables de 8.7 a 9.2 log UFC ml-1 después de 6 a 16 h de 

incubación. Sin embargo, tres cepas presentaron una reducción de 0.4 a 1.1 log UFC en 

el conteo de células viables a entre 24 y 72 h de incubación(17). También se evaluó la 

fermentación de seis cepas de probióticos durante un periodo de 48 h a diferentes 

temperaturas con un sustrato de la leche UHT. El máximo crecimiento y los conteos 

más altos de células viables (8.65 a 9.21 log UFC ml-1) para todas las cepas de 

Lactobacillus spp. evaluadas se obtuvieron a una temperatura de 37 °C y un tiempo de 

incubación de 12 a 24 h(18). 

 

El sustrato, la cepa y su adaptación al medio de cultivo influyen fuertemente en la tasa 

de fermentación y la duración de la fase de crecimiento celular. El crecimiento más 

rápido ocasiona un consumo de nutrientes y una producción de ácido más rápidos, los 

cuales tienen un impacto ambiental negativo que conduce a una rápida progresión a la 

fase de disminución. En general, la duración de la fermentación está determinada por el 

pH; la fermentación continúa hasta que el pH alcanza un valor de 4.5 a 4.6. En la 

producción de yogurt con diversas especies de probióticos, se reportó una fermentación 

más rápida en la leche entera que en la leche descremada(19). En otro estudio, el tiempo 

total de fermentación de la leche entera osciló entre 16 y 31 h, dependiendo de la 

especie evaluada de Lactobacillus spp(20). 

 

En este estudio, todas las formulaciones arrojaron conteos de células viables superiores 

a 6 log UFC g-1 (Cuadro 1), que es el conteo mínimo de células viables requerido para 

que los productos de Lactobacillus spp. funcionen como probióticos(21). Los fabricantes 

de cultivos de probióticos también recomiendan un conteo mínimo de células viables de 

6 log UFC g-1 en la leche fermentada por estas bacterias(22). Los resultados de este 

estudio fueron similares a los reportados por Coman et al(23), quienes citan conteos de 

células viables por encima de 8 log UFC·ml-1 de L. rhamnosus y Lactobacillus 

paracasei, individualmente o en combinación, al final de la fermentación de la leche 

entera. 

 

Se considera que la viabilidad y la estabilidad duraderas son prerrequisitos 

fundamentales para los productos probióticos. Por lo tanto, se midió la viabilidad 

celular, el pH y la acidez titulable en la leche de transición fermentada durante un 

periodo de almacenamiento de 60 días a 4 y 25 °C. Como era de esperarse, cada 

parámetro dependió de la temperatura de almacenamiento (Cuadro 2). Después de 40 

días de almacenamiento, los conteos de células viables de la leche de transición 

fermentada almacenada a 25 °C fueron significativamente inferiores a los del producto 

almacenado a 4 °C. Asimismo, el almacenamiento de la leche de transición fermentada 

a 25 °C arrojó un pH significativamente menor después de 10 días y una acidez titulable 
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significativamente mayor después de 20 días, comparada con el almacenamiento a la 

temperatura de 4 °C. 

 

Cuadro 2: Conteo de células viables, pH y acidez titulable (expresada como % de ácido 

láctico) de la leche de transición fermentada y almacenada durante 60 días a 4 y 25 °C 

Las letras mayúsculas diferentes para los valores de cada parámetro en la misma fila y las minúsculas 

diferentes para los valores de la misma columna indican diferencias significativas (P<0.05). 

Coeficientes de variación: 4.47% (Conteo de células viables); 2.36% (pH); 19.41% (ácido láctico). 

El conteo de células viables fue de 8.48 log UFC ml-1 después de 60 días de 

almacenamiento a 4 °C y se mantuvo sin cambios significativos (P>0.05) durante el 

periodo de almacenamiento. Sin embargo, cuando el producto se almacenó a 25 °C, 

hubo una reducción significativa en la viabilidad celular de > 1 ciclo log después de 30 

días de almacenamiento. Sin embargo, la reducción fue más pronunciada después de 60 

días de almacenamiento, y mostró un conteo de células viables de 5.65 log UFC·ml-1 al 

final del periodo de almacenamiento (Cuadro 2). La disminución de la viabilidad celular 

a esta temperatura de almacenamiento podría justificarse por un pH más bajo y una 

mayor acidez. Utilizando el análisis de regresión, se infiere que el conteo de células 

viables del producto permaneció dentro de los límites aceptables (>6.5 log UFC ml-1) 

durante más de 50 días en refrigeración y hasta 50 días a 25 °C (Cuadro 2 y Figura 3). 

Para un producto probiótico, la estabilidad del conteo de células viables a lo largo de su 

vida útil es esencial, y la estabilidad de los probióticos a temperatura ambiente es 

particularmente relevante porque permite a los productores ahorrar energía al almacenar 

la leche de transición para la alimentación artificial de los terneros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tiempo 

(días) 

Células viables 

(log UFC ml-1) 
pH 

Ácido láctico 

(%) 

Temperatura Temperatura Temperatura 

4 °C 25 °C 4 °C 25 °C 4 °C 25 °C 

0 8.89Aa 8.89Aa 5.70Aa 5.70Aa 0.37Aa 0.37Ac 

10 8.72Aa 8.56Aa 5.52Aab 5.01Bb 0.42Aa 0.73Ab 

20 8.79Aa 8.02Aab 5.47Aab 4.78Bb 0.53Aa 0.90Bab 

30 8.50Aa 7.63Abc 5.36Ab 4.85Bb 0.55Aa 0.98Bab 

40 8.71Aa 7.63Bbc 5.36Ab 4.86Bb 0.53Aa 1.03Bab 

50 8.67Aa 6.88Bc 5.43Aab 4.89Bb 0.48Aa 1.14Ba 

60 8.48Aa 5.65Bd 5.37Ab 4.95Bb 0.55Aa 1.19Ba 
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Figura 3: La regresión cuadrática de la viabilidad (---) y la acidez (---) del 

Lactobacillus plantarum de la leche de transición fermentada como una función del 

tiempo de almacenamiento (hasta 60 días) a 25 °C. R2: coeficiente de determinación; y: 

viabilidad o acidez; t: tiempo de almacenamiento 

 

 
 

Se han utilizado diferentes tiempos de almacenamiento en refrigeración antes de evaluar 

la viabilidad de los microorganismos probióticos en los productos fermentados. En el 

desarrollo de una leche fermentada con L. plantarum, hubo una reducción de 1.2 log 

UFC en los conteos de células viables cuando el producto se almacenó durante 70 días a 

10 °C, lo cual es un resultado satisfactorio(24). El análisis de ensilajes de calostro y de la 

leche de transición demostró que las muestras fermentadas adecuadamente tuvieron una 

concentración promedio de Lactobacillus spp. de 5.15 log UFC después de 33 días de 

almacenamiento a 25 °C(7). 

 

La leche probiótica fermentada puede ser almacenada durante varias semanas con una 

pérdida mínima de viabilidad si se logra reducir la acidificación por medio de la 

refrigeración(25). En este estudio, el pH del producto disminuyó significativamente 

después de 30 días de almacenamiento a 4 °C, llegando a un valor de 5.36 después de 

ese periodo (Cuadro 2). Cuando el producto se almacenó a 25 °C, su pH bajó de 5.70 a 

5.01 después de 10 días de almacenamiento. Según las ecuaciones de regresión, la leche 

de transición fermentada podría alcanzar su valor mínimo de pH después de 44 y 38 

días de almacenamiento a 4 °C y a 25 °C, respectivamente (Figura 4). 
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Figura 4: Regresión cuadrática del pH de la leche de transición fermentada como una 

función del tiempo de almacenamiento (hasta por 60 días) a 25 °C (---) y 4 °C (—). R2: 

coeficiente de determinación, y: pH; t: tiempo de almacenamiento 

 
 

El pH afecta la conformación de las proteínas, la actividad de las enzimas y la 

disociación de los ácidos, y por ende es el parámetro más importante para caracterizar la 

acidez de la leche y los productos lácteos. Coman et al(23) demostraron que, después de 

la fermentación y del almacenamiento durante 4 semanas a 4 °C, la leche entera 

fermentada con L. paracasei y L. rhamnosus alcanzó valores mínimos de pH de 5.60 y 

4.31, respectivamente(26). Otro hecho que debe tomarse en consideración es la 

disponibilidad de los nutrientes; por ejemplo, la leche fermentada presentó valores de 

pH de 5.81 para la muestra testigo (sin nutrientes añadidos) y 3.82 para las muestras con 

nutrientes añadidos (aminoácidos, vitaminas, minerales y nucleótidos) después de 72 h 

de fermentación(27). 

 

La reducción del pH ocasiona un flujo pasivo de protones hacia las células microbianas, 

que exportan protones de manera activa. El influjo incontrolado de protones debería 

reducir el pH celular interno, inhibiendo la síntesis de los componentes celulares y la 

multiplicación de las células. El ácido láctico no disociado puede penetrar la membrana 

celular y contribuir a la acidificación del citoplasma bacteriano(28). 

 

El pH inicial y final, así como otros factores como la producción de ácido orgánico y la 

exposición a diferentes temperaturas durante el almacenamiento pueden afectar la 

viabilidad celular durante la fermentación. El crecimiento de los microorganismos 

indeseables se reduce en los productos con un pH menor de 5.0(26). En este estudio, el 

pH de la leche de transición fermentada a 25 °C permaneció por debajo de ese nivel 

desde los 20 hasta los 50 días (Figura 4). 
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Ferreira et al(29) observaron una rápida reducción del pH cuando el calostro se fermentó 

naturalmente a 32.5 °C; los productos con valores de pH por debajo de 4.5 se 

obtuvieron a los 35 días de fermentación. En estudios anteriores, los calostros bovinos, 

desde la segunda ordeña después del parto, presentaron un valor medio de pH de 5.41 

después de 33 días de fermentación a 25 °C(7).  

 

En este estudio, la acidez titulable de la leche de transición fermentadas no cambió 

significativamente (P>0.05) durante el periodo de almacenamiento en refrigeración. Sin 

embargo, cuando el producto se almacenó a 25 °C, la acidez titulable casi se duplicó 

después de 10 días, aumentando de 0.37 a 0.73 % de ácido láctico; otro incremento 

significativo en la acidez ocurrió después de 50 días, llegando al 1.14 %. El análisis de 

regresión indicó que la leche de transición fermentada almacenada a 25 alcanzó valores 

máximos de acidez titulable después de 56 días (Figura 4). Estos resultados demuestran 

que la estabilidad y la viabilidad del producto pueden ser influidas por la acidez, puesto 

que la cepa utilizada en este estudio es sensible a los ácidos. 

 

La cepa de L. plantarum con potencial probiótico evaluada mostró un crecimiento 

satisfactorio en cada una de las formulaciones a base de la leche que se sometieron a 

prueba, dando como resultado altas concentraciones de células viables (> 8 log UFC·ml-

1). La leche de transición del tercer día después del parto representa un sustrato útil para 

el crecimiento de esta bacteria y se puede almacenar hasta por 50 días a temperatura 

ambiente. Por ende, se ha demostrado que la fermentación de la leche de transición con 

la cepa L. plantarum es un método viable para producir esos probióticos. 
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