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RESUMEN

Los panes de masa ácida son productos elaborados mediante fermentación microbiana ácido láctica 
y alcohólica, con propiedades sensoriales, fisicoquímicas y reológicas diferentes a las de los panes no 
acidificados, y su desarrollo y comercialización constituyen una alternativa para el consumidor colombiano. 
El objetivo de este estudio es determinar si existe efecto estadísticamente significativo al emplear aislados 
de bacterias ácido lácticas (BAL) silvestres colombianas Lactobacillus sp.LBM9 y Lactobacillus brevis LBM13 
combinadas con levadura comercial Saccharomyces cerevisae con respecto al pan control (sin BAL), en las 
propiedades de la masa y del producto terminado. A partir de una colección, se seleccionan los aislados 
más adecuados para panificación y se construye su curva de crecimiento. Se determinan las propiedades 
fisicoquímicas (aumento de volumen, pH, acidificación de la masa, porcentaje de proteína) y reológicas 
(textura) del pan, evaluando si existen diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos y 
el control, mediante el programa Statgraphics 5,0, a un α=0.05. Los resultados demuestran que las BAL 
más adecuadas para panificación son los aislados Lactobacillus sp. LBM9 y Lactobacilus brevis LBM13, los 
cuales descienden el pH y aumentan la acidez de las masas, disminuyen el porcentaje proteico, aumentan 
el volumen final y retrasan el endurecimiento (firmeza). 
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ABSTRACT

Sourdough breads are food products produced by lactic acid fermentation, with different sensorial, 
physicochemical and rheological properties from not acidified bread, that offer a nutritional option for 
colombian consumers. The aim of this study is to evaluate the effect of two wild Colombian lactic acid bacteria 
strains, Lactobacillus sp. LBM9 and Lactobacillus brevis LBM13, combined with a commercial strain of Saccharomyces 
cerevisae on the final properties of the dough and bread. Two isolates are selected from a collection and their 
growth curve is built. Physicochemical (final volume, pH, titrable acidity, protein percentage) and rheological 
(texture) properties are determined. Significant differencees between control and treatments are determined 
at α= 0,05 using Statgraphics 5,0 software. Results show that the most fitted wild colombian LAB isolates 
for sourdough bread making are Lactobacillus sp. LBM9 and Lactobacillus brevis LBM13 which reduce pH and 
increase dough acidity, reduce protein content, improve the final loaf volume, and retard staling. 
Key words: sourdough, lactic acid bacteria.
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INTRODUCCIÓN

Las bacterias ácido lácticas (BAL) desdoblan 
carbohidratos y producen ácido láctico y otros 
metabolitos descendiendo el pH hasta 4,7 (1); se 
clasifican en homo o heterofermentativas (2). Las 
bacterias homofermentativas sintetizan sólo ácido 
láctico sin liberar CO2. Entre ellas está Lactobacillus 
plantarum, utilizado para fabricación de masas áci-
das, leches ácidas, cárnicos madurados y vegetales 
fermentados (1, 3, 4). Las bacterias heterofer-
mentativas generan, además de ácido láctico, una 
cantidad apreciable de etanol, acetato y CO2, como 
Lactobacillus brevis y Leuconostoc sp. (3). Las masas 
ácidas se fabrican con harina y agua (5), mezclas 
heterogéneas de BAL y levaduras. Dichas masas se 
acidifican hasta pH 4 y 4,5 (6). Tradicionalmente, 
las masas ácidas se fabrican con harina y agua que 
se adicionan a una porción de masa panaria prove-
niente de una operación anterior (7) y se fermen-
tan durante 4 horas (Fermented Dough: FD), o 
durante 24 horas (Long Time Fermented Dough: 
LFD), donde se alcanza pH de 3,5 y un porcentaje 
de acidez de 1,054% (8). Durante este proceso, las 
BAL realizan proteólisis, hidrólisis moderada del 
almidón y acidificación (8,9,10), lo que se traduce 
en una miga suave y palatable, aumento del volu-
men y de la biodisponibilidad mineral mediante la 
degradación del fitato, y una fuerte inhibición de 
microorganismos alteradores como Bacillus subtilis, 
proveniente de la harina de trigo (11,12). Las BAL 
presentes naturalmente en las masas ácidas son L. 
plantarum, L. brevis, L. crispatus, L. sanfranciscensis 
(L. brevis ssp. lindneri), L. ponds, Leuconostoc sp. y 
Streptococcus sp. (13); y se asocian con frecuencia 
a levaduras como S. cerevisiae (14,15), S. exiguus, 
Torulopsis holmii, Candida krusei, Pichia norvegensis y 
Hansenula anomala (16).

Las proteínas de la harina de trigo compren-
den del 9 al 13% de su peso seco (17); pueden ser 
monoméricas (gliadinas y albúminas/globulinas 
monoméricas) o poliméricas (gluteninas, albúminas 
de alto peso molecular [HMW] y triticinas), y du-
rante el amasado del pan, la gliadina y la glutenina 
forman el “gluten”, una red tridimensional que, 
similar al almidón, absorbe el agua agregada (18). 
Estas proteínas emulsifican, absorben agua, aportan 
viscoelasticidad (19) y forman una malla proteica 
(20). La actividad proteolítica de las BAL libera 
compuestos nitrogenados de bajo peso molecular 
como los aminoácidos y péptidos, que estimulan 

su crecimiento, y la síntesis de vitaminas del com-
plejo B (16, 21) y ácidos grasos volátiles, los cuales 
proporcionan mejores condiciones nutricionales 
para aumentar el recuento de las levaduras (22). El 
deterioro en la calidad sensorial del pan se asocia 
con la pérdida del sabor, de la crujencia en la corte-
za, el aumento en el desmoronamiento de la miga 
y de su firmeza. La firmeza es considerada uno de 
los principales atributos de envejecimiento o staling 
del pan (23) y su incremento rápido es causa de 
pérdidas en la industria panificadora mundial, las 
cuales se han calculado entre un 8-10% de la pro-
ducción total (24). Se ha estudiado la velocidad de 
retrogradación mediante la combinación binaria de 
levadura panadera con L. plantarum, L. amylophilus, 
L. brevis, L. sake y L. acetotolerans, obteniéndose como 
resultado el retraso de la retrogradación en panes, 
comparados con aquellos donde sólo se emplea la 
levadura panadera (13). Lo anterior se debe a la 
síntesis de un exopolisacárido retenedor de agua; 
lo cual puede ser aprovechado como alternativa 
para reemplazar aquellos aditivos retenedores de 
humedad (25) como almidón, goma arábiga y ca-
rrageninas. Los exopolisacáridos tipo fructano, sin-
tetizados por L. sanfransciscensis y L. reuteri, también 
sirven como prebiótico para otros microorganismos 
probióticos, permitiendo la optimización de las 
propiedades tecnológicas y nutricionales de la masa 
ácida y del pan (26).

Los panes elaborados con masas ácidas silvestres 
que tienen un pH bajo y una relación alta de ácido 
láctico/ácido acético, presentan grandes volúmenes 
y velocidades bajas de deterioro durante el almace-
namiento (27). También se ha encontrado que las 
fórmulas de pan fermentadas con la combinación de 
levadura, obtienen un volumen mayor que aquellas 
donde se emplean combinaciones de BAL L. planta-
rum-L .brevis (1:1) sin levadura, y concluyen que los 
mejores volúmenes se encuentran por combinación 
de levadura y BAL (7).

En esta investigación se tuvo como objetivo 
evaluar la actividad panadera de algunos aislados 
silvestres de BAL durante la fabricación de panes de 
masa ácida. Para esto se seleccionaron los aislados 
de mayor potencial a partir de una colección, se 
determinó su curva de crecimiento y se evaluaron 
las propiedades físico-químicas y bromatológicas 
(pH, acidez, volumen, proteína total), y reológicas 
(textura,) obtenidas tanto en la masa ácida como 
en el pan horneado.

bacterias ácido lácticas (bal) silvestres colombianas presentan propiedades adecuadas...
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MATERIALES Y MÉTODOS

Selección de aislados de mejor 
comportamiento panadero y determinación 
del crecimiento bacteriano

Los aislados de BAL estudiados fueron aislados 
en investigaciones previas a partir de repollitas de 
Bruselas y leches fermentadas, en el Laboratorio 
de Microbiología Industrial de la Universidad 
Nacional de Colombia, sede Medellín. Pertenecen 
a la colección de microorganismos de este labo-
ratorio, codificadas como LBM4, LBM7, LBM9, 
LBM10 y LBM13 (28), conservadas en agar MRS 
más aceite mineral estéril, y se repicaron en caldo 
MRS dos veces durante 24 horas antes de cada 
análisis. Algunos de estos aislados de Lactobacillus 
se han caracterizado por API CH50 como L. brevis 
LBM13 y Lactobacillus plantarum LBM10, los que 
demostraron actividad bactericida contra E. coli, 
Salmonella sp. y L. monocytogenes, in vitro, a diferentes 
condiciones de almacenamiento, pH y temperatu-
ras (29). En la masa ácida, el pH debe descender a 
4,5 para garantizar la liberación de ácidos, aromas, 
péptidos, exopolisacáridos y otros compuestos que 
dan aroma, sabor y textura al pan (8). Para elegir 
los aislados mas adecuados para fabricación de masa 
ácida, se tuvieron en cuenta las características de pH 
y volumen final de la pieza de pan (cm3) después 
del proceso de horneo, estimándose de esta forma 
la distancia euclidiana con respecto a valores ideales 
de pH= 4,5 y volumen = 490 cm3 para 100 g de 
harina como base de fórmula (7).

En este cálculo se consideró el valor de pH de 
mayor relevancia que el volumen, asignando facto-
res de ponderación de 0,6 y 0,4 respectivamente para 
la fórmula: D= ([0,6(pHa-pHi)2+ 0,4(Va-Vi)2])1/2, 
donde pHa = pH calculado para el aislado; pHi= 
pH ideal; Va= Volumen calculado para el aislado; 
Vi= Volumen ideal. Adicionalmente se compararon 
los valores medios de pH y volumen mediante el 
estadístico de prueba T^2 de Hotelling, para veri-
ficar la hipótesis Ho: los valores medios de volumen 
y pH para cada cepa son iguales a los valores de 
referencia (490 cm3, pH=4.5). Todas las pruebas 
se realizaron a un nivel α= 0.05 (28).

La curva de crecimiento de Lactobacillus sp. 
LBM9 y L. brevis LBM13 se hizo por Recuento de 
Unidades Formadoras de Colonia/cm3 (UFC/cm3) 
en agar MRS y por turbidimetría (31). Cada aislado 
se inoculó en caldo MRS, se incubó a 35 ± 2°C en 
cámaras de anaerobiosis y cada hora se tomaron dos 

alícuotas, una para el recuento en superficie y otra 
para determinar la absorbancia a 550 nm (31).

Elaboración de los panes de masa ácida

Las masas se fabricaron con harina comercial 
Colcereal®, de 70% de extracción, con la cual se rea-
lizaron todos los ensayos. Se tomó 1 cm3 del inóculo 
de BAL en caldo MRS y el 30% de cada uno de los 
componentes de la masa, excepto la levadura (Tabla 
1). Una vez mezclada la fórmula manualmente, se 
amasó en un cilindro de motor CARVI® durante 5 
minutos y se fermentó a 30 ºC y 85% de Humedad 
Relativa durante 12 horas (16), en una cámara de 
crecimiento SALVA KWICK Co®. Después de la 
acidificación, se realizó una mezcla previa del total 
de la levadura con el resto de la harina y agua, de 
acuerdo a la formulación seleccionada (7).

Tabla 1. Formulación del pan de masa ácida

CANTIDAD MATERIA PRIMA %
100 g de Harina de trigo (70% extracción) 100

57,2 cm3 de Agua 57,2
1,8 g de Sal 1,8

4 g S.cerevisiae (lev fresca)1 4
1 cm3 de BAL2 1

1  S.cerevisiae contiene 1-2 * 1010 células viables/gr.
2   BAL son 1-2 * 1010 células viables/ cm3 de cultivo

Los panes se armaron en los moldes para pan 
tajado y se fermentaron durante 3 horas a 30°C y 
85% de HR en la misma cámara de crecimiento. 
El horneo se hizo a 220ºC durante 30 minutos 
para piezas de 100 g de harina, y a 123°C por 45 
minutos para panes con base en 1000 g de harina, 
en un horno SALVA KWICK Co®; se enfriaron a 
temperatura ambiente (20ºC durante 90 minutos) 
y se empacaron en bolsas de polietileno de baja 
densidad (32). Los panes control se elaboraron de 
la misma manera sin BAL.

Evaluación de las propiedades físico-quími-
cas y bromatológicas de las masas y el pan

Determinación de la acidificación de las masas: Se 
tomaron 5 gramos de cada muestra y se mezclaron 
con 100 cm3 de agua destilada, se titularon con 
NaOH 0,1 N usando fenolftaleína como indicador 
de acidez. Se determinó el tiempo de acidificación 
tomando muestras de cada masa a intervalos de 
tiempo de 1 hora, determinando pH y acidez hasta 
llegar a un pH alrededor de 4,5. Con estos valores 
se construyó la gráfica de pH y Acidez vs. Tiempo. 
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Igualmente se tomaron los valores de pH y acidez 
final de los panes horneados y se compararon con 
los valores del pan control. La acidez como porcen-
taje de ácido láctico, se calculó con la fórmula % 
Acidez (p/p)= [Vol NaOH*N*0,09/g]*100 (33). 
Una vez se alcanzó el pH final de 4,5, se dejó fer-
mentar la masa hasta las 24 horas para determinar el 
pH que se podría alcanzar en una masa LFD (7).

Análisis de proteína total: Se determinó por el 
método MicroKjeldhal, tal como se describe en 
Ramírez (1999). El cálculo de proteína se hizo con 
la fórmula: Proteína = [0,014*N*(V1-V2)*100/
g.]*6,25, donde V1= Volumen del titulante para 
la muestra (cm3), V2= Volumen de titulante para 
el blanco (cm3), 6,25= Factor de transformación 
del nitrógeno en proteína, g. = Peso de la muestra, 
N = Normalidad del titulante (33).

Determinación del volumen máximo final: Los pa-
nes enfriados a temperatura ambiente durante tres 
horas, se sumergieron en un volumen previamente 
aforado de semillas de ajonjolí, se midió el volu-
men final alcanzado a partir de la diferencia entre 
el volumen final y el volumen inicial y se evaluó la 
diferencia alcanzada con el pan control (34).

Evaluación de las propiedades reológicas: 
Textura del pan en almacenamiento

Análisis de firmeza: El estudio de la retrograda-
ción del pan se basa en la reología y la definición 
de firmeza como la fuerza requerida (en gramos, 
kilogramos o Newton) para comprimir el producto 
en una distancia predeterminada (35). Para medir 
el comportamiento reológico de endurecimiento 
en la miga del pan, se aplica una fuerza o deforma-
ción definida sobre un porcentaje del espesor de 
la tajada (el 40% del espesor), durante el tiempo 
de almacenamiento, midiendo la fuerza de res-
puesta para dar un indicativo de parámetros como 
la dureza de dicha miga (36). De esta manera, la 
medición durante su almacenamiento del aumento 
en la firmeza del pan elaborado, permite tener una 
medida experimental de este proceso con base en 
la cual pueda estudiarse indirectamente si las BAL 
tienen un efecto retardante del endurecimiento. 
Los panes horneados se enfriaron a temperatura 
ambiente durante tres horas y se evaluaron en 
un texturómetro TA.XT2i, usando el software 
Texture Expert. Se tomaron doce mediciones por 
día, en los días 1, 2, 3 y 8 de almacenamiento, em-
pacadas en bolsas de polietileno de baja densidad a 
temperatura ambiente. Se siguió el protocolo del 

AIB (American Internacional Bakery) teniendo 
en cuenta los siguientes parámetros (37): Espesor 
tajada de 1/2”, eliminando las tres tajadas de cada 
extremo, Velocidad de preprueba: 2 mm/seg, Velo-
cidad prueba: 1,7 mm/seg, Velocidad postprueba: 
10 mm/seg, Diámetro de la sonda de aluminio: 35 
mm, Porcentaje de deformación: 40%, 200 Puntos 
por segundo (37, 38).

RESULTADOS

Selección de aislados de mejor 
comportamiento panadero y determinación 
de las curvas de crecimiento bacteriano

Selección de aislados: En la tabla 2 se presentan 
los promedios de los resultados obtenidos para los 
aislados.

Tabla 2. Distancia del pH y volumen de LBM1 
LBM4, LBM7, LBM9, LBM13 y control con respecto 

al valor de referencia*

AISLADO VOLUMEN 
(cm3) PH DISTANCIA 

EUCLIDIANA
9 475 4,66 13,417

13 426,6 4,65 56,707
7 315,0 5,60 156,529
4 378,3 4,58 99,908
1 371,6 4,71 105,900

Control 375 5,58 102,866

*Tomando como base de fórmula 100 g de harina de trigo.

Los análisis estadísticos T^2 de Hotelling para ve-
rificar Ho: mu=mu0 (los valores medios de volumen 
y pH para cada aislado son iguales a los valores de refe-
rencia de volumen y pH: 490 cm3; 4,5), arrojaron los 
valores siguientes del estadístico para cada uno de los 
casos: t2(LBM4): 0,02004833, t2(LBM9): 0,07027284, 
t2(LBM7): 0,007979936, t2(13): 0,07920887, t2(ctrl): 
0.003255373. A partir de los dos aislados seleccionados 
se aplicaron los tratamientos, como se indica en la tabla 
3, donde se les asigna un número que los identifica 
en algunas pruebas.

Tabla 3. Tratamientos de BAL con Saccharomyces 
cerevisiae

TRATAMIENTO AISLADO LEVADURA
Control-0 - S.cerevisiae

3 LBM9 S.cerevisiae
4 LBM13 S.cerevisiae
5 LBM9/ 13 S.cerevisiae

bacterias ácido lácticas (bal) silvestres colombianas presentan propiedades adecuadas...
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Curvas de crecimiento bacteriano: En la figura 1 se presentan las curvas de absorbancia vs. tiempo para 
ambos aislados a diferentes horas de incubación. 

         
Figura 1. Curvas de crecimiento aislados LBM13 y LBM9

Evaluación de las propiedades físico-químicas y bromatológicas de las masas y el pan

Acidificación de las masas:
Se determinó exactamente el tiempo que tarda cada masa LF en alcanzar un pH alrededor de 4,7- 4,5 

y el pH obtenido a las 24 horas (Tabla 4)

Tabla 4. Tiempo de Acidificación Tratamientos 9, 13 Y LBM 9/13

Lactobacillus sp. LBM9 L. brevis LBM 13 LBM 9/13
Hora Acidez pH Hora pH Acidez Hora pH Acidez

0 0,063 6,36 0 6,33 0,075 0 6,29 0,063
1 0,071 6,27 1 6,30 0,080 1 6,28 0,079
2 0,084 6,24 2 6,24 0,086 2 6,25 0,088
4 0,090 6,23 3 6,19 0,090 1,5 6,24 0,090
6 0,18 6,06 4 6,02 0,093 3,2 6,22 0,090
7 0,22 5,7 5 5,92 0,098 4,7 6,05 0,180
9 0,33 4,73 6 5,79 0,18 6 5,73 0,180

24 1,35 3,76 7 5,52 0,28 7 5,48 0,270
- - - 9 5,03 0,30 8 5,11 0,320
- - - 10 4,98 0,33 9 5,05 0,324
- - - 11 4,71 0,42 10 4.72 0,38
- - - 24 3.88 1.23 24 3.96 1.17

Análisis de proteína Total: En la Tabla 5 se reportan 
valores de proteína total de los panes en cada uno 
de los tratamientos y, en la figura 2 las medias de 
proteína total por tratamiento. 

Tabla 5. Proteína total por tratamiento

TRATAMIENTO 1ª 2ª 3ª % 
PBT

Control 10,88 10,00 10,88 10,59
Lactobacilus 

sp.LBM 9 10,00 10,00 10,38 10,13

L. brevis LBM13 10,25 10,56 10,56 10,46
LBM9/LBM13 10,25 9,69 10,25 10,06

Figura 2. Medias de proteína total por tratamiento

Evaluación de las propiedades reológicas: 
textura del pan en almacenamiento

A partir de las medias de firmeza de los datos 
tomados en los días 1, 2, 3 y 8 se establecieron gru-
pos homogéneos y con diferencia estadísticamente 

Medias e intervalos LSD al 95%
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significativa en la fuerza máxima de compresión 
(Figura 3)

 

Figura 3. Medias de firmeza en los días primero 
y octavo de fabricación

DISCUSION DE RESULTADOS

Selección de aislados de mejor 
comportamiento panadero y curvas de 
crecimiento

Selección de los aislados

A partir de los resultados se seleccionaron L. 
brevis LBM13 y Lactobacillus sp. LBM9, por presentar 
los valores más cercanos en distancia a los valores 
ideales reportados previamente (8). Mediante el es-
tadístico T2 de Hotelling se determinó igualmente 
que al nivel de significancia α=0.05, Lactobacillus sp 
LBM9 y L. brevis LBM13, generan valores cercanos 
a los recomendados en las referencias. Es impor-
tante resaltar que otros investigadores han asignado 
a la fermentación heteroláctica de L.brevis un papel 
esencial para el sabor y la vida de anaquel del pan, 
determinados por la producción de ácido láctico 
(40, 41). L .brevis libera compuestos aromáticos 
como 3-metil, 1-butanol; furfuril alcohol, 2-fenil-
etil-alcohol y otros (39), típicos de la fermentación 
panadera (17), y ácido acético, relacionado con el 
aroma, sabor y conservación microbiológica del 
pan (12). Por todo lo anterior, se considera que la 
selección de este aislado es de gran interés para los 
estudios de masas ácidas.

Igualmente se combinan las BAL con levadura 
panadera, ya que forman una relación de beneficio 
mutuo, porque las levaduras producen aminoá-
cidos, vitaminas y otros factores de crecimiento 
requeridos por las BAL, mientras que los ácidos 
producidos por éstas inhiben el crecimiento de 
otros microorganismos competitivos con las leva-
duras (16, 42).

Curvas de crecimiento bacteriano: Se puede observar 
el comportamiento diferente de los dos aislados, en 
el cual, L. brevis LBM13, presentó un crecimien-
to acelerado desde el inicio, con un recuento de 
4,12x105 UFC/cm3 (absorbancia 0,130), hasta las 10 
horas con 8,1x1011 UFC/cm3 (absorbancia 1,180), 
alcanzándose a las 12 horas la fase estacionaria y 
la fase de declinación o muerte a la hora 21. Estos 
datos concuerdan con los valores de crecimien-
to obtenidos previamente entre las 7 y 8 horas 
de incubación, con recuentos de 19x109 UFC/g 
(12). Igualmente, la absorbancia obtenida supera 
la máxima reportada de 1,25 para un recuento de 
109 UFC/cm3 de BAL, cuando se cultivan a 24°C 
en caldo MRS (32). Por los resultados obtenidos 
con L. brevis LBM13, se puede concluir que éste 
es un buen microorganismo para la elaboración de 
masas ácidas por su rápida adaptabilidad al medio. 
A diferencia del anterior, Lactobacillus sp. LBM9, se 
mantiene durante 5 horas en fase lag, logrando un 
recuento de 6,88x1010 UFC/cm3 al final de la fase 
logarítmica en la hora 15. Por su comportamiento 
durante todas las fases de crecimiento, Lactobacillus 
sp. LBM9 es un aislado de crecimiento más lento, 
posiblemente por su mayor exigencia nutricional, 
de condiciones de anaerobiosis y, por lo tanto, de 
mayor costo para un proceso de fermentación en 
masas ácidas si se lo desea trabajar como inóculo 
directo sobre una masa fresca.

Evaluación de las propiedades físico-
químicas y bromatológicas de las masas y 
del pan

Acidificación de las masas: En la tabla 4 se obser-
va que el pan control obtuvo un pH mínimo de 
5,90 a las 10 horas y una acidez de 0.17% v/v de 
ácido láctico. Al comparar los tratamientos, puede 
afirmarse que Lactobacillus sp. LBM9, alcanza más 
rápido (9 horas) el pH de 4,76. Le sigue la mezcla 
LBM9/13, cuyo pH fue de 4,72 a las 10 horas, y por 
último, L. brevis LBM13 alcanzó el pH de 4,2 a las 
10 horas. Los valores de pH (3,96) y acidez (1,17%) 
a las 24 horas, que alcanzó la combinación LBM 
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9/13 coinciden con los reportados por Corsetti et 
al (2000), donde la masa ácida fermentada con S. 
cerevisiae, S. sanfranciscencis, y L. plantarum alcanza 
como LFD un pH de 3,96 pero supera fuertemente 
la acidez titulable que en esta última fue de 0,85% 
(31). Igualmente, se encontró relación en los valores 
mínimos de pH (a las 24 horas de acidificación) 
para LBM9, LBM13 y LBM 9/13 respectivamen-
te, con los que se han reportado mínimos de 3,44 
alcanzados en fermentaciones con L. plantarum 
y de 3,49 por combinación 1:1 de L. plantarum y 
L. brevis. En estudios previos se ha determinado 
la máxima acidez de 1,054% de ácido láctico para 
las masas inoculadas sólo con L. brevis, seguida de 
0,78% obtenida por la combinación L. brevis y L. 
plantarum (16); mientras que en esta investigación, 
para los tres tratamientos, los porcentajes de acidez 
alcanzados en las LFD son mayores al reportado.

Lo anterior indica que las BAL evaluadas tienen 
la capacidad de fermentar a pH inferior a 4 y generar 
acidez como ácido láctico alrededor de 1%, que tie-
nen una gran resistencia a la acidez y un potencial 
para su aplicación en productos de menor pH como 
las frutas frescas, jugos de frutas y otras masas de 
menor pH (17). Lactobacillus sp. LBM9 presentó la 
mayor resistencia a la acidez en los tres tratamientos 
al alcanzar valores medios de pH de 3,76 y acidez 
de 1,35% como ácido láctico a las 24 horas (LFD). 
Al finalizar la etapa de acidificación LF, se obtuvo 
un recuento promedio de 2,1x108 UFC/ cm3 del 
aislado Lactobacillus sp. LBM9; de 6,9x109 UFC/ 
cm3 para L. brevis LBM13 y 9,7x109 UFC/cm3 con 
la combinación LBM9/LBM13. De estos valores, 
los correspondientes a L. brevis LBM13 y la com-
binación LBM9/13 se encuentran dentro del rango 
óptimo para una masa totalmente acidificada, que 
es de 109 UFC/cm3 de BAL (12, 43, 44, 45). Con lo 
anterior se confirma que estas bacterias se pueden 
emplear para la elaboración de masas ácidas. 

Análisis de proteína total: Se determinó que el 
control presentó la mayor concentración de pro-
teína con relación a los panes de estudio. Estos 
datos concuerdan con estudios que afirman que 
el descenso en el contenido proteico se debe a la 
proteólisis bacteriana (1, 55) la cual es baja durante 
la etapa de adaptación y aumenta en la fase expo-
nencial (46, 47). Debe aclararse que la proteólisis 
también se incrementa por la actividad de las enzi-
mas de los cereales bajo las condiciones ácidas de 
la fermentación (48, 49, 50). La mayor actividad 
proteolítica tiene lugar durante la fermentación de 

la masa ácida en presencia de las BAL y sin levadura, 
influyendo sobre la estructura del gluten y liberan-
do aminoácidos (prolina, fenil alanina, ornitina y 
otros) responsables del sabor y el aroma (16, 50), 
algunos de los cuales son captados en la etapa de 
mezcla por la levadura panadera, que los acumula 
para el crecimiento celular y el consecuente aumen-
to en la concentración de etanol (46, 48). El valor 
inferior en el porcentaje de proteína con respecto 
al control, se debe a la proteólisis y a la liberación 
de aminoácidos que se transformaron en otros 
metabolitos como compuestos aromáticos volátiles, 
lo cual se pudo evidenciar en el aroma fuerte que 
liberaban las masas ácidas durante la fermentación, 
en comparación con la masa control. Esto coincide 
con estudios en los que se encontró que la combi-
nación de L. plantarum y L. brevis spp. lindneri genera 
mayor concentración de aminoácidos que cuando 
se emplean individualmente, como en el caso de 
L. fructivorans (51). En la figura 2, a pesar del me-
nor valor proteico encontrado en los tratamientos, 
el análisis de varianza determinó un solo grupo 
homogéneo constituido por el pan control y los 
tratamientos, y no se estableció diferencia estadísti-
camente significativa entre los panes elaborados con 
BAL y el pan control. La presencia de las BAL no 
se puede considerar como una ventaja nutricional 
en relación al aporte de proteína disponible para el 
consumidor, pero su actividad proteolítica genera 
cambios en las propiedades sensoriales de aroma y 
sabor. Igualmente, se observó que la combinación 
de ambos aislados tiene un efecto sinérgico en la 
proteólisis, evidenciándose en el menor valor de % 
de proteína, seguido por el obtenido por Lactobaci-
llus sp. LBM9, y como aislado de menor actividad 
proteolítica L. brevis LBM13. Debe insistirse en que 
la actividad proteolítica de las BAL se acompaña de 
las proteasas endógenas del trigo (50), con un pH 
óptimo entre 3.0–4.0 (52, 53).

Volumen máximo alcanzado por las piezas de pan: 
Los panes de masa ácida elaborados con base en 
200 gramos de harina, presentaron volúmenes 
superiores con respecto al blanco. El pan de Lac-
tobacillus sp. LBM 9 presentó el mayor volumen, 
seguido por la combinación 9/13, L. brevis LBM13 
y por último el pan control (Tabla 6) La obtención 
del volumen máximo puede deberse a la libera-
ción de exopolisacáridos que fortalecen la red del 
gluten y el almidón, tanto influenciando el tamaño 
como retrasando el tiempo de retrogradación del 
producto. Los panes elaborados con masas ácidas 
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silvestres que poseen bajo pH y una razón alta de 
ácido láctico/ácido acético, presentan volumen 
mayor que un pan control (9, 27, 43), lo que corres-
ponde a los resultados obtenidos con LBM9, LB13 
y su combinación. Un mayor volumen proviene 
igualmente del máximo crecimiento de la masa, 
y se encontraron para BAL silvestres, aisladas re-
cientemente en Turquía, valores óptimos para las 
combinaciones de S. cerevisiae con L. sake, y de gran 
volumen para las combinaciones de dicha levadura 
con L. plantarum (13). Es importante resaltar que 
se ha encontrado buen resultado en el volumen 
de masa cuando se ha realizado la combinación L. 
plantarum-L. brevis (1:1)- S. cerevisiae, atribuído a la 
liberación de fructanos retenedores de humedad 
(8) y que la combinación LBM9/LBM13 con leva-
dura panadera generó el segundo volumen mayor 
a pesar de ser el tratamiento con mayor actividad 
proteolítica, y que posiblemente este resultado se 
deba igualmente a la producción de compuestos que 
fortalecen el crecimiento de la masa por la mayor 
retención de humedad.

TABLA �. Volumen de los panes en cm3

TRATAMIENTO VOLUMEN (cm3)
Lactobacillus sp. LBM9 788.3

L. brevis LBM13 681.6
LBM9/13 777.3

CONTROL 660.0

Evaluación de las propiedades reológicas: 
textura del pan en almacenamiento

Las primeras medidas de compresión se toma-
ron a las tres horas de haber sido elaborado el pro-
ducto, presentando menor fuerza máxima los panes 
de masa ácida, aunque no se encontró diferencia 
significativa entre el pan de L. brevis LBM13 y el 
control, que conformaron un grupo homogéneo. 
Otro grupo diferente reunió los tratamientos con 
Lactobacillus sp. LBM9 y la combinación 9/13, que 
exhiben la menor fuerza de compresión. El análisis 
de varianza a las 24 horas de elaboración permitió 
definir tres grupos diferentes donde el conformado 
por los panes hechos con Lactobacillus sp. LBM9 y 
la combinación 9/13, presentaron la menor media 
de fuerza máxima de compresión para la firmeza. 
El grupo con la media de fuerza máxima superior, 
pero aún inferior al blanco, está conformado por el 
aislado L. brevis LBM 13, y el de la mayor fuerza de 
compresión por el pan control. Las BAL aumentan 

la vida útil en cuanto a de retraso de la firmeza y 
disminución de los requerimientos de agentes 
emulsificantes, empleados para retener el agua por 
más tiempo en la masa (54). La fuerza máxima de 
compresión aumentó en todos los panes a las 48 
horas de elaboración, lo que indica que hay endu-
recimiento en todos, tanto los acidificados como el 
pan control. Sin embargo, se encuentra que existe 
diferencia estadísticamente significativa entre cada 
aislado y el blanco, ubicando en orden ascendente 
de endurecimiento la combinación 9/13, seguida 
de Lactobacillus sp. LBM9 y L. brevis LBM13, donde 
la más dura es el blanco. Pasados ocho días de la 
elaboración de los panes, se aumentó la firmeza de 
todos y se observó que los panes de masa ácida se 
endurecieron significativamente menos que el pan 
control. Es importante resaltar que se presentan tres 
grupos homogéneos. Grupo uno, constituido por 
el blanco, con el mayor valor promedio de firmeza. 
Grupo dos, los panes elaborados con Lactobacillus 
sp. LBM9 y L. brevis LBM13. El grupo tres, cons-
tituido por el pan elaborado con la combinación 
9/13, mantuvo el menor valor de firmeza durante 
todo el periodo de evaluación. Como puede verse, 
el tratamiento de BAL que presenta mayor firmeza 
durante el periodo de prueba, es el realizado con L. 
brevis LBM13. Se ha demostrado previamente que la 
combinación de levadura panadera con cada una de 
la serie siguiente de BAL: L. plantarum, L. amyloph-
ilus, L. brevis, L. sake y L. acetotolerans, incrementa la 
vida de anaquel y alarga el tiempo de retrogradación 
en panes, comparados con aquellos donde sólo se 
emplea la levadura panadera (13). Los microorga-
nismos de la masa ácida influyen también sobre 
la estructura de ésta, de acuerdo a sus actividades 
enzimáticas específicas o a la producción de ciertos 
metabolitos como exopolisacáridos que muy posi-
blemente son liberados al medio por estas bacterias 
(55). La presencia de estos polisacáridos mejora la 
textura y la vida de anaquel al favorecer la retención 
de agua, pudiendo reemplazar los aditivos como al-
midón, goma arábiga y carrageninas (54). El retraso 
del endurecimento se vio favorecido posiblemente 
por la presencia de exopolisacáridos que ayudan a 
la retención de humedad junto a las proteínas ya 
desplegadas, y puede considerarse entonces que las 
BAL en la masa panadera retrasan la retrogradación 
de una manera significativa, en especial cuando se 
combinan LBM13 y LBM9.
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