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Esquema de la tesis 

A con&nuación, se describe brevemente el esquema de la presente tesis de inves&gación 

en el área de Ciencia de Alimentos. En el apartado 1 se presenta una introducción general 

que expone el problema, un marco general de la problemá&ca y los dis&ntos enfoques de 

inves&gaciones que se han realizado en los úl&mos años. A con&nuación, en el apartado 2 

se encuentran el obje&vo general y los obje&vos específicos establecidos a par&r del análisis 

de la problemá&ca presentada anteriormente.  

En el apartado 3 se incluye los dis&ntos arIculos de inves&gación resultado del 

trabajo experimental realizado durante el doctorado. En primer lugar (apartado 3.1) se 

muestra el arIculo que lleva como nombre “Masa madre &po poolish con capacidad 

an&fúngica suplementada con Lac*plan*bacillus plantarum y sus extractos acuosos in vitro 

y pan” en el cual se evaluó la capacidad an&fúngica de extractos acuosos (EA) de masas 

madre &po poolish fermentadas con Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496 en caldo, 

agar y pan. Posteriormente, en el apartado 3.2 se presenta el segundo arIculo de 

inves&gación que lleva por nombre “Ac&vidad an&fúngica de masa madre (Tipo II) de harina 

de trigo de dos Lactobacillus diferentes in vitro y pan” el cual tuvo como obje&vo evaluar la 

capacidad an&fúngica y caracterís&cas químicas de los extractos acuosos (EA) obtenidos de 

la fermentación con Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495 o L. casei 21/1 de harina de trigo 

(masa madre &po poolish). En la sección 3.3 se integra el tercer arIculo de inves&gación 

denominado “Evaluación de la ac&vidad an&fúngica de extractos acuosos y fracciones 

proteicas de masa madre fermentada por Lac*plan*bacillus plantarum” en el cual se 

analizaron la capacidad an&fúngica de ácidos orgánicos y fracciones proteicas derivadas de 

masa madre fermentada con Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496.  

En el apartado 4 se incluyen las conclusiones generales del tema tratado en la tesis 

de inves&gación, así como, una serie de recomendaciones para trabajos a futuro siguiendo 

la línea de inves&gación sobre las fermentaciones de masas madre y la producción de 

compuestos bioac&vos con capacidad an&microbiana. Finalmente, en el apartado 5 se 

integran todas las evidencias de productos de inves&gación que contemplan arIculos de 



inves&gación, arIculos de revisión, par&cipaciones en congreso y par&cipaciones de 

divulgación cienIfica.  

 
  



Resumen  

En un contexto de búsqueda constante de métodos seguros y sostenibles para conservar los 

alimentos, se llevó a cabo esta inves;gación sobre las propiedades an;fúngicas de extractos 

acuosos (EA) y fracciones proteicas derivadas de fermentaciones de masa madre ;po 

poolish. Este estudio se centró en evaluar la eficacia an;fúngica de los extractos y fracciones 

obtenidas a par;r de fermentaciones con diferentes cepas de lactobacilos, específicamente 

Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496, Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495, y 

Lactobacillus casei 21/1. 

Se evaluó la capacidad an;fúngica de los EA obtenidos de masas madre ;po poolish 

fermentadas con Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496. Los resultados indicaron que 

estos extractos acuosos poseen una fuerte ac;vidad an;fúngica, inhibiendo 

significa;vamente el crecimiento de mohos como Penicillium chrysogenum, Penicillium 

corylophilum y Aspergillus niger. Este efecto fungistá;co se atribuyó principalmente a la 

presencia de ácidos lác;co y acé;co, así como posiblemente a pép;dos an;fúngicos 

presentes en los EA. Además, la adición de masa madre ;po poolish en la fabricación de pan 

demostró prolongar la vida ú;l del producto al inhibir el crecimiento de mohos durante un 

período de diez días. 

Por otro lado, se exploraron las propiedades químicas y an;fúngicas de los EA 

obtenidos de fermentaciones con L. acidophilus NRRL B-4495 y L. casei 21/1. Se observó que 

la adición de estas cepas afectó el pH y la acidez ;tulable de las masas madre, en el poolish 

fermentado con L. casei se observaron valores más bajos de pH y mayores niveles de acidez. 

Los análisis químicos iden;ficaron ácido lác;co y ácido acé;co como los principales 

componentes en los EA, con concentraciones que variaban dependiendo de la cepa 

u;lizada. Se encontró que concentraciones entre el 25% y el 50% de EA redujeron 

significa;vamente la tasa de crecimiento radial de los mohos evaluados (Penicillium 

chrysogenum y Penicillium corylophilum), especialmente cuando se u;lizó L. acidophilus en 

la fermentación. 



Además, se inves;gó el potencial an;fúngico de fracciones proteicas derivadas de 

las fermentaciones de masa madre ;po poolish con Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-

4496. Se encontró que estas fracciones proteicas, especialmente aquellas con un peso 

molecular superior a 30 kDa, exhibieron una fuerte capacidad an;fúngica contra Penicillium 

chrysogenum y Penicillium corylophilum. La neutralización e hidrólisis de estas fracciones 

resultaron en una disminución significa;va de su ac;vidad an;fúngica, destacando la 

importancia de los ácidos orgánicos en la ac;vidad an;fúngica y de las fracciones proteicas. 

Los hallazgos de esta inves;gación sugieren que tanto los extractos acuosos como las 

fracciones proteicas derivadas de fermentaciones de masa madre ;po poolish con cepas 

específicas de lactobacilos representan alterna;vas prometedoras como agentes 

an;fúngicos naturales en la industria de la panificación. Estos hallazgos no solo ;enen 

implicaciones para la seguridad alimentaria al reducir la dependencia en los conservadores 

sinté;cos, sino que también fomentan prác;cas más sostenibles en la producción de 

alimentos, específicamente en productos de panificación. 

 
  



Abstract 

In the constant search for safe and sustainable methods to preserve food and examine 

natural alterna6ves for an6microbial agents, this research was carried out on the an6fungal 

proper6es of aqueous extracts (AE) and protein frac6ons derived from poolish sourdough 

fermenta6ons. This study focused on evalua6ng the an6fungal efficacy of extracts and 

frac6ons obtained from fermenta6ons with different strains of lactobacilli, specifically 

Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496, Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495, and 

Lactobacillus casei 21/1. 

The an6fungal capacity of AEs obtained from poolish-type sourdoughs fermented 

with Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496 was evaluated. The results indicated that 

these aqueous extracts possess strong an6fungal ac6vity, significantly inhibi6ng the growth 

of molds such as Penicillium chrysogenum, Penicillium corylophilum, and Aspergillus niger. 

This fungista6c effect was mainly aQributed to the presence of lac6c and ace6c acids, and 

possibly to an6fungal pep6des present in AEs. Addi6onally, the addi6on of poolish 

sourdough in bread making was shown to prolong the product's shelf lifeproduct's shelf life 

by inhibi6ng mold growth over ten days. 

Besides, the chemical and an6fungal proper6es of AEs obtained from fermenta6ons with L. 

acidophilus NRRL B-4495 and L. casei 21/1 were explored. It was observed that the addi6on 

of these strains affected the pH and 6tratable acidity of the sourdoughs; in the poolish 

fermented with L. casei, lower pH values, and higher acidity levels were observed. Chemical 

analyses iden6fied lac6c acid and ace6c acid as the main components in the AEs, with 

concentra6ons varying depending on the strain used. It was found that concentra6ons 

between 25% and 50% of AE significantly reduced the radial growth rate of the molds 

evaluated (Penicillium chrysogenum and Penicillium corylophilum), mainly when L. 

acidophilus was used in the fermenta6on. 

Furthermore, the an6fungal poten6al of protein frac6ons derived from poolish 

sourdough fermenta6ons with Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496 was inves6gated. 



These protein frac6ons, especially those with a molecular weight greater than 30 kDa, 

exhibited strong an6fungal capacity against Penicillium chrysogenum and Penicillium 

corylophilum. The neutraliza6on and hydrolysis of these frac6ons resulted in a significant 

decrease in their an6fungal ac6vity, highligh6ng the importance of organic acids and protein 

frac6ons in the an6fungal ac6vity. 

The findings of this research suggest that both aqueous extracts and protein 

frac6ons derived from poolish sourdough fermenta6ons with specific strains of lactobacilli 

represent promising alterna6ves as natural an6fungal agents in the baking industry.  These 

findings have implica6ons for food safety by reducing reliance on synthe6c preserva6ves 

and encouraging more sustainable food produc6on prac6ces, specifically bakery products. 

  



1.Introducción 

El pan es uno de los alimentos que forma parte importante de la dieta de la población 

mundial; en el caso de México, si bien el pan no es la fuente principal de carbohidratos de 

la dieta del mexicano, es uno de los alimentos que se consume con una alta frecuencia y el 

cual se encuentra fuertemente arraigado en las tradiciones culinarias del país. En general, 

el pan es un producto alimen?cio que presenta una desventaja importante, su vida de 

anaquel es muy corta, y esto se debe principalmente a dos fenómenos: el crecimiento de 

mohos en la superficie y el envejecimiento del pan, este úl?mo inicia tan sólo unas horas 

después de haber elaborado el producto.   

Debido a estos dos fenómenos, la industria de la panificación ha u?lizado por 

muchos años la incorporación de agentes an?microbianos y adi?vos químicos a la 

formulación de los panes, con el propósito de aumentar la vida de anaquel y mantener los 

atributos de calidad. Sin embargo, la reciente demanda de productos orgánicos, libres de 

adi?vos químicos, o actualmente de los conocidos como productos de “e?queta limpia”, ha 

generado una readaptación de las formulaciones y procesos en la industria de la 

panificación, con el obje?vo de sa?sfacer las demandas de los consumidores.  

Una alterna?va que se han inves?gado en años recientes es la u?lización de aceites 

esenciales como agentes an?microbianos para extender la vida de anaquel de los productos 

de panificación, demostrando la capacidad que presentan estos aceites tanto para inhibir el 

crecimiento de mohos, como para extender la vida ú?l del pan. De igual forma, se ha 

estudiado de manera extensa, la u?lización de temperaturas de refrigeración y congelación 

en pan parcialmente horneado, demostrando también ser una alterna?va posi?va para 

aumentar la vida de anaquel de los productos de panadería. Sin embargo, ambas 

tecnologías presentan desventajas muy importantes relacionadas con las caracterís?cas 

organolép?cas del pan. Por un lado, la incorporación de aceites esenciales a la formulación 

del pan, afecta de manera significa?va el sabor final del mismo, pudiendo generar cierto 

rechazo por parte del consumidor. En cuanto al pan parcialmente horneado, una vez que el 

pan es completamente horneado, los cambios de textura, en específico la firmeza del pan, 



aumenta de manera significa?va. Este fenómeno ha sido adjudicado al aumento en la 

velocidad de retrogradación del almidón provocado por las temperaturas de refrigeración, 

o al rompimiento de la red de gluten generado por la formación de cristales de hielo durante 

el proceso de congelación. 

Por otra parte, en países de Europa por muchos años y de manera tradicional, se ha 

u?lizado la incorporación de masas madre para la elaboración de pan, ya que estas mejoran 

algunas de las caracterís?cas organolép?cas del pan, como el sabor, color, olor y textura. Las 

masas madre o masas agrias (sourdough), son el resultado de fermentaciones acido lác?cas 

principalmente, que ocurren de manera espontánea cuando harinas de diferentes granos 

(trigo y/o cebada) se mezclan con una can?dad considerable de agua y en condiciones 

favorables, se promueve el crecimiento de microorganismos, en específico de levaduras y 

bacterias ácido lác?cas propias de las harinas. Se ha demostrado que, durante estas 

fermentaciones, se generan compuestos como ácidos orgánicos y compuestos pepRdicos, 

que presentan un efecto an?microbiano.  

La demanda por parte de los consumidores de alimentos con e?quetas limpias y las 

mejoras en la vida de anaquel y caracterís?cas de calidad que ha presentado el pan 

adicionado con masas madre, hacen de esta alterna?va una opción viable para la fabricación 

de productos de panadería libre de agentes conservadores sinté?cos. Por esta razón, en el 

presente trabajo se ha considerado estudiar la capacidad que ?ene las masas madre 

fermentadas con dis?ntas cepas de Lactobacillus (Lac/plan/bacillus plantarum NRRL B-

4496, Lactobacillus casei 21/1 y/o Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495) y sus extractos 

acuosos para inhibir el crecimiento de mohos en el pan y de esta manera mejorar la vida ú?l 

del producto, así como evaluar las caracterís?cas fisicoquímicas y sensoriales de los panes. 

  



2 . Obje(vos 

2.1 Obje(vo general 

Evaluar la ac)vidad an)fúngica de los compuestos bioac)vos producidos durante la 

elaboración de masas madre )po “poolish” fermentadas con dis)ntas bacterias ácido 

lác)cas, así como el efecto de la adición de masas madre o sus extractos sobre algunas 

caracterís)cas y vida ú)l de hogazas de pan.  

2.2 Obje(vos específicos 

1. Evaluar el efecto sobre pH, acidez )tulable y producción de ácidos orgánicos en las 

masas madre )po poolish al ser fermentadas durante 24, 48 y 72 horas con Lb. 

plantarum NRRL B-4496, Lb. acidophilus NRRL B-4495 y Lb. casei 21/1 de manera 

individual.  

2. Estudiar el efecto an)fúngico in-vitro de los extractos acuosos obtenidos de la 

fermentación de las masas madre )po poolish fermentadas con Lb. plantarum 

NRRL B4496, Lb. acidophilus y Lb casei 21/1 de manera individual sobre la 

inhibición de A. niger, P. chrysogenum y P. corylophilum. 

3. Estudiar el efecto que provoca la adición en la formulación de masas madre )po 

poolish sobre las caracterís)cas microbiológicas y vida de anaquel de hogazas de 

pan. 

4. Analizar la capacidad an)fúngica de ácidos orgánicos y fracciones proteicas de 

masa madre fermentada con Lactplan;bacillus plantarum NRRL B-4496. 

  



3. Ar&culos de inves1gación 

3.1 Masa madre 1po poolish con capacidad an1fúngica suplementada con 

Lac$plan$bacillus plantarum y sus extractos acuosos in vitro y pan 

Resumen 

El obje(vo de este ar/culo fue evaluar la capacidad an(fúngica de extractos acuosos (EA) 

de masas madre (po poolish fermentadas con Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496 

en caldo, agar y pan. Los extractos acuosos se obtuvieron mediante centrifugación y 

separación del sobrenadante de las masas madre poolish una vez finalizado el (empo de 

fermentación. Los extractos acuosos inhibieron el 80% del crecimiento de Penicillium 

chrysogenum y Penicillium corylophilum y <20% para Aspergillus niger en caldo. Los EA 

retrasaron la tasa de crecimiento radial y aumentaron el (empo de retraso para iniciar el 

crecimiento de los tres mohos probados. La adición de masa madre (po poolish inhibió el 

crecimiento de hongos en el pan durante diez días. La capacidad fungistá(ca de los extractos 

se atribuyó principalmente a los ácidos lác(co y acé(co y probablemente a los pép(dos 

an(fúngicos que se encuentran en el EA. La masa madre de L. plantarum es una alterna(va 

al propionato de calcio como an(fúngico. 

3.1.1 Introducción 

Hoy en día, la demanda de alimentos orgánicos y libres de adi(vos sinté(cos ha llevado a la 

búsqueda de alterna(vas an(microbianas naturales. En el caso de los productos de 

panadería, los consumidores quieren panes libres de adi(vos sinté(cos. Sin embargo, el pan 

(ene una vida ú(l corta debido al crecimiento de mohos [1,2]. Las masas madre resultan de 

la fermentación de harina de cereales con bacterias ácido lác(cas (BAL) y/o levadura, 

comúnmente u(lizadas como ingrediente en la fabricación de pan [3]. Existen diferentes 

(pos de masas madre; Las masas madre (po poolish (Tipo II) son el resultado de la 

inoculación de una mezcla harina-agua con diferentes (pos de BAL y la adición o no de 

Saccharomyces cerevisiae. La fermentación de estas masas madre se produce a 



temperaturas superiores a la temperatura ambiente y normalmente dura de uno a tres días 

[4]. El uso de masa madre en la elaboración de productos de panadería es una alterna(va 

ya que, desde hace muchos años y tradicionalmente, la masa madre se ha u(lizado en la 

elaboración de pan, mejorando propiedades organolép(cas como sabor, color y textura. Las 

BAL son microorganismos comúnmente aislados de masas madre y son importantes por su 

producción de ácidos orgánicos, entre otros compuestos. 

El proceso de fermentación del ácido lác(co en masas madre depende directamente 

del (po de microorganismo fermentador. Las BAL aisladas en estas masas se pueden 

clasificar según las reacciones glucolí(cas llevadas a cabo en la vía metabólica de la glucólisis 

en homofermenta(vas y heterofermenta(vas [5]. Algunos estudios han demostrado que 

durante la fermentación de masas madre, las BAL heterofermenta(vas producen ácido 

lác(co, ácido acé(co, etanol y CO2. Además, las BAL presentes en las masas madre (enen 

proteasas, pep(dasas y enzimas productoras de pép(dos y aminoácidos, que descomponen 

las proteínas de los cereales produciendo compuestos con propiedades bioac(vas como las 

bacteriocinas [6]. Diferentes estudios han demostrado que los ácidos orgánicos como el 

acé(co, el lác(co y el fenillác(co (enen un efecto an(microbiano y, en algunos casos, un 

efecto an(fúngico [6–8]. 

El sobrenadante libre de células (SLC) se refiere al líquido transparente obtenido 

después del crecimiento de una BAL específica en un medio líquido o semilíquido después 

de centrifugación y filtración (0.45 μm) [9]. Los extractos acuosos (EA) de masa madre son 

el líquido sobrenadante libre de células resultante de la centrifugación y filtración. Además, 

los EA de las masas madre han demostrado la capacidad de disminuir el crecimiento de un 

gran número de mohos responsables del deterioro de los productos de panadería o mejorar 

las propiedades fisicoquímicas de los productos [10-12]. Estudios anteriores han 

demostrado que los EA de masas madre fermentadas con Lactobacillus plantarum CRL 759 

podrían disminuir (>40%) el crecimiento radial de Aspergillus niger [1]. De manera similar, 

Rizzello et al. [13] observaron que los EA obtenidos a par(r de masas madre adicionadas 

con germen de trigo y fermentadas con Lactobacillus plantarum LB1 y Lactobacillus rossiae 



LB5 retrasaban el crecimiento de algunos de los mohos más relevantes en productos 

horneados. 

También se ha inves(gado el uso directo de masas madre fermentadas en la 

formulación de pan para frenar el crecimiento de microorganismos perjudiciales. Luz et al. 

[12] informaron que la adición a la formulación de pan de una masa madre formulada con 

suero y fermentada con L. plantarum CECT 749 o Lactobacillus bulgaricus CECT 4005, 

aumentó su vida ú(l en 2 o 4 días, respec(vamente. Asimismo, observaron que durante la 

fermentación de masa madre con ambas especies de Lactobacillus se formaban diferentes 

ácidos orgánicos relacionados con la capacidad de retardar el crecimiento de varias especies 

de Penicillium, Fusarium y Aspergillus. Si bien, las masas madre y sus extractos acuosos han 

exhibido ac(vidad an(microbiana; sin embargo, pocos estudios inves(garon la ac(vidad 

an(fúngica del extracto acuoso y la masa madre. Por lo tanto, el obje(vo de este trabajo fue 

evaluar la capacidad an(fúngica in vitro y en pan de los EA obtenidos de masas madre (po 

poolish suplementadas con Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496 frente a A. niger, 

Penicillium chrysogenum y Penicillium corylophilum, además de determinar las propiedades 

fisicoquímicas del pan. 

3.1.2 Materiales y Métodos 

3.1.2.1 Condiciones de cul*vo y preparación de extracto acuoso. 

Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496 (antes Lactobacillus plantarum, [14]) se adquirió 

en forma liofilizada de la USDA (Servicio de Inves(gación Agrícola, Peoria, IL). La cepa se 

cul(vó en caldo de Man Rogosa Sharpe (MRS) (Difco™, BD, Sparks, MD, EE. UU.) a 35 °C 

durante 48 h sin agitación. Las células se obtuvieron mediante centrifugación a 7000 x g 

durante 25 minutos a 5 °C (Marathon 21K/R, Fischer Scien(fic, Alemania) y se usaron para 

formular la masa madre (po poolish. La masa madre se preparó a par(r de una formulación 

estándar u(lizando harina de trigo refinada (contenido de proteína de 11.1 g/100 g) y agua 

en partes iguales (1:1) y 1% (p/p) del sedimento de células húmedas de L. plantarum. Los 

ingredientes se mezclaron hasta obtener una masa homogénea y se fermentó a 35 °C 



durante 24 (PD24), 48 (PD48) o 72 (PD72) h. Se probaron diferentes (empos de 

fermentación para iden(ficar si la ac(vidad an(fúngica dependía del (empo de 

fermentación. Para obtener el EA, las masas madre se centrifugaron a 7000 x g durante 25 

min a 5 °C y se filtraron a través de un filtro de nitrato de celulosa de 0.45 μm (Advantec, 

MFS, Dublin, CA, EE. UU.). Los EA se almacenaron a -18 °C hasta su uso. 

A. niger, P. chrysogenum y P. corylophilum  se obtuvieron del Laboratorio de 

Microbiología de Alimentos de la Universidad de las Américas Puebla. Los mohos se 

cul(varon en agar papa dextrosa (PDA; Bioxon, BD, Estado de México, México) durante 7 

días a 25 °C. Se ver(eron 5 ml de una solución estéril de Tween 80 (0.4 % p/v) (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, EE. UU.) sobre la superficie de cada cul(vo de moho, el cul(vo se agitó 

suavemente durante 2 minutos para favorecer la recolección de las esporas. Se u(lizó un 

hemocitómetro y un microscopio óp(co para determinar el número de esporas en la 

suspensión por mililitro. El número de esporas se ajustó a 104 esporas/ml con solución de 

Tween. 

3.1.2.2 Determinación de pH, acidez *tulable y azúcares reductores de extractos acuosos 

(EA) 

El pH se midió mediante inmersión del electrodo con un medidor de pH (HI 2210 Hanna 

Instruments, Woonsocket, RI, EE. UU.) siguiendo el método AACCI 02-52 [15]. La acidez 

(tulable total se determinó según el método AACCI 02-31 [15], y los resultados se 

expresaron como miligramos de ácido lác(co por ml de muestra. Los azúcares reductores 

se cuan(ficaron siguiendo el método de Lane-Eynon (31.036, AOAC, [16]). Las mediciones 

se realizaron por triplicado. 

3.1.2.3 Inhibición de moho en medios líquidos 

El método se realizó según lo descrito por Luz et al. [12] con algunas modificaciones. En cada 

pocillo de una microplaca (96 pocillos) se colocaron 100 µL de caldo de extracto de malta y 

50 µL de inóculo (1x104 esporas/ml); luego se agregaron 12 concentraciones (0, 5, 9, 14, 19, 



23, 28, 33, 37, 42, 46 y 50 %) de EAs en base a 300 µL del volumen total del pozo. Cada 

pocillo se ajustó con agua esterilizada hasta el volumen final. Las placas se incubaron a 25 

°C durante 3 días y la DO630 se midió diariamente con un lector automá(co de microplacas 

modelo ELx800 (BioTek Instruments, Winooski, VT, EE. UU.) para evaluar la ac(vidad 

an(fúngica. También se probaron como controles pocillos sin inóculo ni EA. Para verificar la 

inhibición del moho, se sembraron en PDA 25 µl de cada pocillo con una DO ≤0.3, se 

incubaron las placas a 25 °C durante 3 días y se contaron los supervivientes. Para iden(ficar 

los compuestos an(fúngicos en los EA, los EA se neutralizaron con una solución de NaOH al 

40 % (p/v) hasta un pH de 6.5. Posteriormente, se evaluó la ac(vidad an(fúngica como se 

describió anteriormente. De manera similar, para determinar si el compuesto responsable 

era similar a un pép(do, se mezclaron 10 ml de EA neutralizado con una solución de 

proteinasa K de 20 µg/ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) antes de la incubación a 37 

± 1 °C durante 1h. Después de esto, el EA tratado se calentó (121 °C) durante 5 minutos [17]. 

Posteriormente, se evaluó la ac(vidad an(fúngica como se describió anteriormente. 

3.1.2.4 Inhibición del crecimiento radial de moho  

Para esta prueba, el EA de la masa madre (po poolish se centrifugó a 7000 x g durante 25 

min a 5 °C y el sobrenadante se pasteurizó (PPD) a 100 °C durante 1 min. Se mezcló PDA 

fundido estéril con EA en cuatro concentraciones (20, 26, 33 y 50 % v/v). Cada mezcla de 

agar-EA se ver(ó en placas de Petri y se inoculó con 5 µl de suspensión de esporas (1x106 

esporas/ml) en el centro de la placa. La medición del diámetro de la colonia se realizó en 

tres puntos de la colonia en crecimiento cada 24 horas hasta que el crecimiento del moho 

alcanzó el diámetro total de la placa. El crecimiento radial de los mohos se modeló con la 

ecuación de Gompertz modificada (Ec.1) [18], y los parámetros del modelo se ajustaron 

mediante regresión no lineal. 

ln
𝐷
𝐷!

= 𝐴	 × exp +− exp +-
𝜇	 × 𝑒
𝐴 0 (𝜆 − 𝑡) + 177 			𝐸𝑞. 1 



Donde: μ es la tasa máxima de crecimiento (1/h), A es el diámetro máximo observado (mm), 

λ es la fase de adaptación o (empo de retraso (h), D es el diámetro de la colonia (mm) en el 

(empo t (h), D0 es el diámetro de la colonia en el momento 0 y e es el “número de Euler” 

(exp 1). Para analizar la bondad de ajuste de los modelos, se calcularon los residuales y los 

coeficientes de correlación (R2) con el so{ware Minitab 20 (Minitab LLC, State College, PA, 

EE. UU.). 

3.1.2.5 Análisis de ácidos lác*co y acé*co en extractos acuosos 

El análisis y cuan(ficación de la concentración de ácidos lác(co y acé(co se llevaron a cabo 

mediante cromatogra|a líquida de alta resolución (HPLC) u(lizando un cromatógrafo Agilent 

1260 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) equipado con un detector de matriz de 

diodos (DAD) programado a una longitud de onda de 210 nm. De los EA filtrados se tomaron 

muestras con un muestreador automá(co Agilent G1329 (Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA, EE. UU.) y el volumen de inyección fue de 20 µl. La separación de compuestos se realizó 

en una columna Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm) (BIO-RAD, Hercules, CA, EE. UU.) u(lizando 

una solución tampón de fosfato potásico monobásico (20 mM) (pH 2.4, ajustado con ácido 

fosfórico) como fase móvil isocrá(ca a 0.6 ml/min a temperatura ambiente. Para la 

cuan(ficación del ácido lác(co, acé(co, propiónico, bu/rico y piroglutámico, se prepararon 

soluciones estándar de cada ácido a 30-400 mM. El área del pico para cada solución se 

correlacionó con la concentración mediante un ajuste lineal. Para los estándares, los 

coeficientes de correlación (R2) fueron >0.99. 

3.1.2.6 Procedimiento de panificación 

Para la formulación del pan se u(lizó harina de trigo 38%, agua 23%, levadura 1% y masa 

madre (po poolish 28%. Los ingredientes se mezclaron y amasaron usando una 

mezcladora/amasadora Legacy HL200 (Hobart, EE. UU.) durante 30 min hasta obtener una 

masa flexible y elás(ca. Después, la masa se dividió en trozos (100 g), se redondearon y se 

les dio forma manualmente en trozos en forma de hogaza. Los trozos de pan formados se 

colocaron en el horno fermentador del Mini combo (Zucchelli Alpha, Italia) durante 60 min 



a 30 °C y 65 % de humedad rela(va. A con(nuación, se realizó el proceso de horneado a 200 

°C durante 18 min en el horno eléctrico Mini combo (Zucchelli Alpha, Italia). Luego, el pan 

se enfrió a temperatura ambiente durante 60 min. Finalmente, el pan se almacenó durante 

14 días temperatura ambiente en bolsas de polie(leno selladas. 

3.1.2.7 Determinación del pH, humedad y aw del pan 

Para la determinación del pH del pan se u(lizó un medidor de pH modelo HI2210 (Hanna 

Instruments, Woonsocket, RI, USA) siguiendo el método 02-52 de la AACCI [15]. Para las 

pruebas de humedad y aw, de la miga y de la corteza de los panes se separaron y analizaron 

individualmente. El contenido de humedad se determinó siguiendo el método AOAC 930.15 

[16]. Para el análisis de aw se u(lizó el equipo AquaLab 4TEV Series (Meter Food, Pullman, 

WA, EE. UU.). Las mediciones de pH se llevaron a cabo los días 0 y 14 de almacenamiento y 

aw a los días 0, 1, 4 y 14. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. 

3.1.2.8 Ac*vidad an*fúngica en el pan. 

Las hogazas de pan envasados se examinaron diariamente durante 28 días o hasta que se 

detectó crecimiento de moho en la superficie. 

3.1.2.9 Análisis estadís*co 

Los resultados se analizaron con Análisis de Varianza (ANOVA) y prueba de comparación de 

medias de Tukey (p<0.05) u(lizando el so{ware Minitab 20 (Minitab LLC, State College, PA, 

EE. UU.). 

3.1.3 Resultado y discusión 

3.1.3.1 pH acidez *tulable y azúcares reductores de los EA 

En la Tabla 1 se muestran los resultados de pH, acidez (tulable (AT) y azúcares reductores 

para las diferentes masas (po poolish fermentadas con Lac*plan*bacillus plantarum NRRL 

B-4496. A medida que aumentó el (empo de fermentación, el pH disminuyó y el TA aumentó 



debido a la formación de ácidos orgánicos por Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496. 

Las masas madre fermentadas durante 48 h (Poolish Dough, PD48h) y 72 h (PD72h) 

mostraron los valores de pH más bajos y, por tanto, los valores más altos de acidez (tulable, 

los cuales fueron similares (p>0.05). La masa control sin Lac*plan*bacillus plantarum NRRL 

B-4496 mostró un pH más alto. Se�anni et al. [19] obtuvieron resultados similares de pH 

(4.0 – 3.7) y AT (1-1.3 % p/v) para masas madre inoculadas con L. plantarum PON 100274 y 

fermentadas durante 21 h. De manera similar, observaron un aumento en la AT de las masas 

madre, lo que confirma que el cambio de pH estaba directamente relacionado con la 

producción de ácidos orgánicos por parte de L. plantarum, como ácido lác(co (1.3-4 mg/g) 

y ácido acé(co (0.15 – 0.80 mg/g). 

Tabla 1.pH, acidez 0tulable y azúcares reductores para diferentes masas fermentadas con 
Lac$plan$bacillus plantarum NRRL B-4496 

  
pH Acidez titulable (%)   Azúcares reductores(g/g100 muestra) 

Control 4.62 ± 0.05a 0.36 ± 0.06b 0.15 ± 0.01c 

PD 24 h 3.76 ± 0.04b 1.27 ± 0.09a 1.48 ± 0.04b 

PD 48 h 3.64 ± 0.01c 1.40 ± 0.08a 2.10 ± 0.07a 

PD 72 h 3.63 ± 0.02c 1.40 ± 0.09a 2.12 ± 0.20a 

PD: masa poolish. Letras diferentes muestran una diferencia significa0va (p < 0.05) 
entre muestras. La acidez 0tulable se calculó en porcentaje peso/volumen (% p/v) 
como ácido lác0co. 

Los carbohidratos más representa(vos de la harina de trigo son almidón, maltosa, 

sacarosa, glucosa y fructosa [20]. Durante la fermentación ácido lác(ca de la masa madre, 

las enzimas de las BAL, especialmente hidrolasas y fosfohidrolasas, comienzan a separar la 

maltosa de la harina refinada generando azúcares reductores, los cuales son necesarios para 

la ac(vidad metabólica de las BAL [6]. El contenido de azúcar reductor de las masas madre 

preparadas con Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496 (Tabla 1) confirma el proceso de 

hidrólisis durante la fermentación, que fue dependiente del (empo. Como era de esperar, 



la masa control presentó la menor concentración de azúcares reductores. Belz et al. 

observaron resultados similares [21] en masas madre fermentadas con Lactobacillus 

amylovorus DSM 19280. Las masas madre fermentadas con L. amylovorus presentaron una 

elevada can(dad de azúcares reductores (glucosa, fructosa y maltosa). 

3.1.3.2 Ac*vidad an*fúngica por DO630nm y recuentos microbianos 

A par(r de pruebas de densidad óp(ca u(lizando 12 concentraciones de EA contra mohos, 

se determinó que las concentraciones con alta inhibición fueron 20, 26 y 33%, las cuales 

inhibieron entre 76-98% el crecimiento de los mohos. Estas tres concentraciones se 

u(lizaron para los recuentos en placa. La Figura 1 muestra los porcentajes de inhibición para 

cada moho analizado. Como se puede observar, el moho que presentó mayor resistencia a 

los EA fue A. niger y la inhibición fue <20%. El (empo de fermentación y la concentración de 

EA no mostraron diferencias significa(vas (p > 0.05) para este moho. En general, los 

extractos PD48 y PD72 tuvieron un gran porcentaje de inhibición (>85%) contra P. 

chrysogenum y P. corylophilum, y no se observaron diferencias significa(vas en comparación 

con el propionato de calcio (CP). Sólo el EA al 20% obtenido de la masa PD48 presentó una 

inhibición <85% contra P. chrysogenum y fue significa(vamente diferente (p < 0.05) al u(lizar 

26 o 33%. Por el contrario, el extracto PD24 mostró la inhibición más baja (<80%) y fue 

significa(vamente diferente (p <0.05) de PD48 y PD72. Ninguno EA inhibe completamente 

el crecimiento de los mohos estudiados. 

Así, los EA obtenidos a par(r de masas madre fermentadas con Lac*plan*bacillus 

plantarum NRRL B-4496 (enen una capacidad fungistá(ca lo cual concuerda con los 

estudios de Cizeikiene et al. y Gerez et al. [22,23]. Por otra parte, Demirbaş et al. [24] 

encontraron que los sobrenadantes libres de células (SLC) de L. plantarum N-15 inhibían 

fuertemente la formación de esporas y el crecimiento micelar de P. chrysogenum. La 

ac(vidad an(fúngica de las BAL se atribuye a la producción de ácidos orgánicos y al bajo pH 

que afectan la fuerza motriz de los protones en la membrana celular, lo que lleva a una 

disminución del crecimiento fúngico [25]. En base a estos resultados, se realizaron más 

pruebas con el extracto PD48. 



La Figura 2 muestra el efecto del extracto PD48 sobre el crecimiento de moho 

medido por densidad óp(ca. Para A. niger, todas las concentraciones de EA aumentaron la 

fase lag (retraso de crecimiento). Sin embargo, después de 72 h de incubación, la DO para 

todas las concentraciones fue mayor que la del control y la de CP. Este fenómeno 

probablemente se deba al mayor contenido de azúcares reductores en el extracto que los 

mohos pueden u(lizar como fuente de carbono. Por el contrario, la concentración de los 

compuestos an(microbianos no fue suficiente para inhibir el crecimiento [9]. 

Como se esperaba, todas las concentraciones analizadas de PD48 EA mostraron un 

aumento en la fase de lag de P. chrysogenum y P. corylophilum, con una DO más baja en 

comparación con el control después de 72 h (Figura 2). Asimismo, el SLC obtenido de la 

fermentación de harina de trigo hidrolizada (HTH) retrasó 100% el crecimiento de P. 

corylophilum [7,9]. En el presente trabajo, los EA no inhibieron el 100% del crecimiento de 

P. corylophilum, probablemente debido a que se u(lizó harina no hidrolizada para la 

fermentación de Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496, lo que limitó la síntesis de 

metabolitos (ácidos orgánicos y otros). 

Por otro lado, el EA neutralizado mantuvo su capacidad inhibidora frente a los mohos 

probados. La Figura 3 muestra la inhibición del moho en tres concentraciones de EA 

neutralizado (PD48N) que son similares (p > 0.05) a los EA na(vos para A. niger y P. 

corylophilum; sólo el EA neutralizado al 20% (PD48N) en P. chrysogenum presentó una alta 

inhibición significa(va (p < 0,05) en comparación con el EA na(vo (PD48) a la misma 

concentración. 
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Figura 1. Porcentaje de inhibición (recuentos en placa) de extractos acuosos (EA) obtenidos de la masa 0po poolish (PD) fermentada con 
Lac$plan$bacillus plantarum NRRL B-4496 a las 24, 48 y 72 h en tres concentraciones y propionato de calcio (CP). Las dis0ntas letras 
mayúsculas muestran diferencias significa0vas (p < 0.05) con respecto al 0empo de fermentación. Las letras minúsculas indican diferencias 
significa0vas (p < 0.05) con respecto a la concentración de EAs en un mismo 0empo de fermentación  
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Figura 2. Efecto de diferentes concentraciones de extractos acuosos de masa madre 0po poolish fermentada con Lac$plan$bacillus 
plantarum NRRL B-4496 a las 48 h y propionato de calcio (CP) sobre el crecimiento de mohos por densidad óp0ca a 630 nm. 



 

Figura 3. Porcentaje de inhibición (recuentos en placa) de extractos acuosos (EA) na0vos (PD48) o neutralizados (PD48N) obtenidos de la masa 
madre fermentada con Lac$plan$bacillus plantarum NRRL B-4496 después de 48 h en tres concentraciones. Diferentes letras minúsculas indican 

diferencias significa0vas (p < 0.05) respecto a los EA na0vos o neutralizados 
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Los EA neutralizados tratados con proteinasa K perdieron su capacidad an(fúngica 

frente a todos los mohos analizados. Hallazgos similares fueron reportados por Arrioja-

Bretón et al. [17] para el SLC obtenido de Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496 

cul(vado en caldo MRS, que mantuvo su ac(vidad an(microbiana contra bacterias 

patógenas después de que el SLC se neutralizó a pH 6.5. Además, el SLC fraccionado de 

Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496 cul(vado en caldo MRS mostró compuestos 

proteicos an(microbianos contra Listeria monocytogenes Sco� A [26]; por lo tanto, 

probablemente haya compuestos de proteína/polipép(do an(fúngicos presentes en el EA. 

Asimismo, Rizzello et al. [13] observaron la ac(vidad an(fúngica de los extractos solubles 

en agua/sal o en metanol obtenidos de la fermentación del germen de trigo con L. 

plantarum LB1 y L. rossiae LB5 contra varios mohos aislados del pan. Registraron que la 

ac(vidad an(fúngica se debía a una ac(vidad sinérgica y compleja entre los ácidos orgánicos 

y los compuestos pep/dicos formados durante la fermentación del ácido lác(co de los dos 

lactobacilos. Se deben realizar más inves(gaciones para iden(ficar el compuesto an(fúngico 

en este trabajo. 

3.1.3.3 Inhibición del crecimiento radial de moho 

La Tabla 2 muestra los parámetros de la ecuación de Gompertz modificada obtenidos del 

crecimiento radial de lo mohos; en todos los casos, el ajuste del modelo de predicción fue 

excelente (R2 > 0.98) (Figura 4). En general, la tasa de crecimiento (μ) disminuyó a medida 

que aumentó la concentración de PPD; A. niger fue el moho más resistente al PPD probado. 

La Figura 4 muestra que la tendencia creciente de A. niger es muy similar entre todas las 

concentraciones de PPD analizadas. Sin embargo, la incorporación del 33% de PPD tuvo la 

mayor inhibición contra A. niger. Además, la fase de retraso (λ) (Tabla 2) aumentó 

ligeramente cuando se u(lizó 20, 26 o 50% de PPD. Russo et al. informaron resultados 

similares. [26] para A. niger tratado con SLC (12 % v/v) de diferentes cepas de L. plantarum 

cul(vadas en caldo MRS; los niveles de inhibición fueron del 13 al 15%. Asimismo, 

Samapundo et al. [2] observaron que la adición de 3 % (p/v) de fermentados comerciales 

obtenidos de harinas de cereales disminuyó significa(vamente (20 - 25 %) el crecimiento 



fúngico de P. chrysogenum y P. paneum. Como se esperaba, el propionato de calcio tuvo el 

mayor efecto sobre la tasa de crecimiento; sin embargo, no extendió la fase de retraso de 

crecimiento de A. niger. 

El efecto fungistá(co del PPD fue más efec(vo para P. chrysogenum y P. corylophilum 

(Figura 4) cuando se complementó al 50%. Las tasas de crecimiento de P. chrysogenum y P. 

corylophilum se retrasaron ~ 24% y 21%, respec(vamente, mientras que la fase de retraso 

se extendió durante 24 h y 17 h, respec(vamente. Aunque el CP mostró una buena ac(vidad 

an(microbiana contra Penicillium, el efecto fungistá(co del CP fue menor en comparación 

con el PPD: 33% para P. chrysogenum y 50% para P. corylophilum. 

 



Tabla 2. Parámetros (μ tasa de crecimiento máxima; λ fase de retraso) de la ecuación 
de Gompertz modificada que describe el crecimiento de los mohos tratados a 

diferentes concentraciones de los extractos acuosos pasteurizados de masa madre 0po 
poolish fermentada con Lac0plan0bacillus plantarum NRRL B-4496 

 
Aspergillus niger 

  A µ (h-1) 𝝀 (h) RMSE R2 

Control 2.51 ± 0.018 0.063 ± 0.003 12.06 ± 1.3 0.01 0.995 

Control CP 2.41 ± 0.040 0.029 ± 0.003 7.58 ± 3.8 0.03 0.983 

20% 2.46 ± 0.026 0.057 ± 0.004 13.3 ± 1.9 0.02 0.991 

26% 2.43 ± 0.032 0.055 ± 0.005 13.8 ± 2.5 0.02 0.987 

33% 2.17 ± 0.029 0.035 ± 0.003 10.0 ± 2.8 0.02 0.988 

50% 2.69 ± 0.028 0.033 ± 0.001 13.6 ± 2.1 0.02 0.995 

  Penicillium chrysogenum 

  A µ (h-1) 𝝀 (h) RMSE R2 

Control 2.62 ± 0.013 0.072 ± 0.003 14.07 ± 0.87 0.01 0.998 

Control CP 2.66 ± 0.018 0.076 ± 0.004 16.41 ± 1.30 0.01 0.996 

20% 2.51 ± 0.031 0.030 ± 0.002 13.80 ± 2.5 0.02 0.993 

26% 2.46 ± 0.035 0.026 ± 0.001 10.30 ± 2.90 0.02 0.992 

33% 2.47 ± 0.033 0.028 ± 0.002 17.14 ± 2.65 0.02 0.993 

50% 2.50 ± 0.020 0.017 ± 0.005 24.42 ± 2.28 0.01 0.997 

  Penicillium corylophilum 

  A µ (h-1) 𝝀 (h) RMSE R2 

Control 2.63 ± 0.016 0.081 ± 0.004 15.65 ± 1.06 0.01 0.997 

Control CP 2.62 ± 0.018 0.079 ± 0.005 16.89 ± 1.30 0.01 0.996 

20% 2.50 ± 0.034 0.030 ± 0.002 12.96 ± 2.75 0.02 0.992 

26% 2.47 ± 0036 0.025 ± 0.002 12.79 ± 2.88 0.02 0.992 

33% 2.45 ± 0.036 0.026 ± 0.002 10.60 ± 2.98 0.02 0.991 

50% 2.66 ± 0.022 0.018 ± 0.001 17.20 ± 2.49 0.01 0.996 
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La capacidad fungistá(ca de los SLC se debe principalmente al contenido de ácidos 

orgánicos como ácido lác(co, ácido acé(co y ácido fenillác(co, entre otros, que provocan 

deformaciones y reducción de tamaño de las hifas, y en algunos casos, lesiones en el micelio 

del moho [9]. Sin embargo, estudios previos demostraron que los ácidos orgánicos (enen 

efectos débiles contra la formación de esporas y la germinación de diferentes especies de 

Penicillium [11,28]. La Figura 5 muestra el desarrollo de los mohos en agar suplementado 

con diferentes niveles de PPD o CP durante 72 o 192 h de incubación. Como se mencionó 

anteriormente, el PPD retrasó el crecimiento de los mohos (tamaño del diámetro de la 

colonia) y retrasó la formación de esporas y el desarrollo o abundancia de hifas como 

consecuencia de los compuestos an(fúngicos (Figura 5). Sin embargo, en pequeñas colonias 

de moho, la formación de esporas del Penicillium no fue inhibida ni por el PPD ni por el CP. 

Para A. niger, sólo el CP disminuyó la formación de esporas. 

3.1.3.4 Cuan*ficación de ácidos lác*co y acé*co en extractos acuosos. 

El análisis por HPLC reveló la presencia de ácido lác(co y ácido acé(co en los EA (Tabla 3); 

Como era de esperar, el ácido lác(co fue el principal en todos los extractos. Los extractos 

PD48 y PD72 tuvieron la mayor concentración de ácido lác(co y ácido acé(co (p < 0.05), 

seguidos por la muestra PD24. Gerez et al. [29] informaron concentraciones más altas de 

ácido lác(co y niveles similares de ácido acé(co para el SLC de varias cepas de L. plantarum 

cul(vadas en caldo MRS durante 24 h. Registraron niveles de ácido lác(co que oscilaban 

entre 216 y 236 mM y de ácido acé(co entre 13 y 28 mM. En los EA no se detectaron ácidos 

propiónico, bu/rico y piroglutámico. La producción de ácido orgánico durante la 

fermentación ácido lác(ca depende del género, especie, cepa y los sustratos disponibles de 

las BAL en el medio de crecimiento [30]. Por lo tanto, se esperaban niveles diferentes en la 

producción de ácidos orgánicos en comparación con informes anteriores. 

 

 



Tabla 3.Concentraciones de ácido lác0co y acé0co en los extractos acuosos de masa madre (PD) 
0po poolish fermentada con Lac$plan$bacillus plantarum NRRL B-4496 a las 24, 48 o 72 h. 

Masa madre Ácido láctico (mM) Ácido acético (mM) 

PD24 77.35 ± 5.69b 19.93 ± 0.33b 

PD48 187.83 ± 4.80a 35.49 ± 1.97a 

PD72 185.17 ± 1.33a 36.08 ± 0.96a 

 



 

Figura 5. Crecimiento radial de mohos tratados con diferentes niveles de extractos acuosos pasteurizados de 
masa madre Zpo poolish fermentada (48 h) con Lac4plan4bacillus plantarum NRRL B-4496 (20, 26, 33 o 
50%) o propionato de calcio (PCa al 0.3%) después de de 72 y 192 h de incubación a 25°C. (a) Aspergillus 

niger, (b) Penicillium chrysogenum y (c) Penicillium corylophilum 

. 



3.1.3.5 Ac*vidad an*fúngica de masa madre *po poolish fermentada con L. plantarum en 

pan 

La Tabla 4 presenta el crecimiento de moho en piezas de pan durante el almacenamiento a 

25 °C. Después de 5 días de almacenamiento, más del 80% de los panes de control 

mostraron crecimiento de hongos, mientras que los panes suplementados con masa madre 

PD48h (BPD 48h) estaban libres de moho. El 50% de los panes suplementados con masa 

madre (po poolish con Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496 presentaron crecimiento 

de moho después de 10 o 14 d de almacenamiento. En la Figura 6 se muestran las piezas de 

pan control y las formuladas con masa madre (po poolish durante el almacenamiento. La 

adición de masa madre PD48h a la formulación del pan extendió la vida ú(l en 6 días en 

comparación con el control. Resultados similares fueron reportados por Luz et al. [12] 

cuando se incorporó masa madre fermentada con L. plantarum CECT749 en la formulación 

de pan; la vida ú(l del pan se prolongó durante al menos 2 días. 

Tabla 4. Crecimiento de moho en pan control y pan 
adicionado con masa madre fermentada 0po poolish 

con Lac0plan0bacillus plantarum NRRL B-4496. 

 % de crecimiento en pan  

Tiempo (día) Control   BPD48h 

3 0   0 

4 64   0 

5 82   0 

7 100   0 

8 100  0 

9 100  0 

10 100   50 

12 -   50 

14 -   50 



3.1.3.6 pH del pan, contenido de humedad y aw durante el almacenamiento 

El pH del pan control fue de 6.25 (corteza) y 6.20 (miga), mientras que el pan con BPD48h 

en el (empo cero tuvo un pH de 5.14 (corteza) y 5.16 (miga), estos valores se mantuvieron 

durante el almacenamiento. La Figura 7 muestra los valores del contenido de humedad y aw 

de la corteza y miga de los panes control y PD48h durante el almacenamiento. Después del 

horneado, los panes control y PD48h tuvieron un contenido de humedad similar (miga y 

corteza), mientras que aw fue menor para el pan PD48h (miga y corteza). En los productos 

de panadería almacenados se produce un fenómeno de transferencia de masa ya que el 

agua pasa de la miga a la corteza hasta que el contenido de humedad es muy similar [31]. 

 



 

Figura 6. Crecimiento de hongos en los panes de control y en el pan suplementado con masa madre 

fermentada con Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 durante 48 h (BPD48h) durante el 

almacenamiento a 25 °C. 

Control 0 days BPD48h 0 days

Control 7 days BPD48h 7 days

Control 14 days BPD48h 14 days



 

 

Figura 7. Ac0vidad de humedad y agua (aw) de la corteza y la miga de pan durante 14 días de 
almacenamiento a 25 °C. Corteza del control (-•-); miga del control (-▲-); corteza BPD48h (-*-); 

miga BPD48h (-◾-). BPD48h es pan al que se le añade masa madre fermentada con 
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 durante 48 h 

Este comportamiento se observó para los panes control y PD48h (Figura 7), y la 

diferencia en el contenido de humedad entre la miga y la corteza de ambos panes fue 

similar (~3 g H2O/g de muestra) después de 14 días. Además, los valores de aw de la miga 

y la corteza del control y del pan suplementado con BPD48h después de 14 días de 

almacenamiento fueron similares y oscilaron entre 0.8904 y 0.9097, que fueron 
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favorables para el crecimiento de hongos (0.88-0.80) [28,32]. Por lo tanto, la restricción 

del crecimiento de moho en el pan sólo se atribuyó a la masa madre PD48h. 

3.1.4 Conclusión 

Los extractos acuosos de masa madre (po poolish fermentados con Lac*plan*bacillus 

plantarum NRRL B-4496 presentaron una importante ac(vidad an(fúngica contra 

Penicillium corylophilum y P. chrysogenum. La ac(vidad an(fúngica está relacionada 

principalmente con los ácidos orgánicos (lác(co y acé(co); sin embargo, también puede 

estar implicado un compuesto de proteína/polipép(do. Además, la suplementación con 

masa madre (po poolish fermentada con L. plantarum en la formulación del pan 

aumentó significa(vamente la vida ú(l del pan ya que se inhibió el crecimiento de moho. 

Así, la masa madre (po poolish estudiada podría ser una alterna(va an(fúngica a los 

adi(vos sinté(cos en productos de panadería. 
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3.2 Ac1vidad an1fúngica de masa madre (Tipo II) de harina de trigo de dos 

Lactobacillus diferentes in vitro y pan 

Resumen 

Este estudio (ene como obje(vo evaluar la capacidad an(fúngica y propiedades 

químicas de los extractos acuosos (EA) obtenidos de la fermentación con Lactobacillus 

acidophilus NRRL B-4495 o L. casei 21/1 de harina de trigo (masa madre (po poolish). La 

ac(vidad an(fúngica de las masas madre (po poolish se probó in vitro contra los mohos 

que deterioran el pan (Penicillium chrysogenum y P. corylophilum) y en pan. Además, se 

evaluaron las propiedades fisicoquímicas y sensoriales del pan formulado con masas 

madre (po poolish. Los EA se obtuvieron separando el sobrenadante del poolish al final 

de la fermentación (24, 48 o 72 h). La adición de L. acidophilus o L. casei afecta el pH y la 

acidez (tulable (AT) de las masas madre, donde el poolish adicionado con L. casei 

presentó un pH más bajo y una acidez más alta. El análisis HPLC iden(ficó principalmente 

ácido lác(co en una concentración entre 1-2% para las masas madre fermentadas con L. 

acidophilus, mientras que para el poolish fermentado con L. casei se iden(ficaron ácido 

lác(co (1-2%) y ácido acé(co (0,1-0,2%). Concentraciones entre 25 y 50% de EA 

disminuyeron la tasa de crecimiento radial de P. chrysogenum y P. corylophilum; en 

par(cular, los EA obtenidos con L. acidophilus mostraron un efecto sobre el crecimiento 

de ambos mohos. El pan añadido con masas madre fermentadas con Lactobacillus tuvo 

un aumento en la vida ú(l en comparación con el pan sin ellas. Hubo un efecto de la 

adición de masas madre poolish sobre las propiedades fisicoquímicas, de calidad y 

sensoriales del pan. Pero, incorporar L. acidophilus NRRL B-4495 o L. casei 21/1 en masas 

madre (po poolish puede ser una alterna(va como agentes an(fúngicos naturales, ú(les 

para la industria de la panificación. 

3.2.1 Introducción 

El pan es un producto alimen(cio con una vida ú(l rela(vamente corta que se ve 

afectado principalmente por dos fenómenos; el endurecimiento del pan, donde se 

producen una serie de reacciones fisicoquímicas que inducen pérdidas de calidad 

(Bárcenas & Rosell, 2005; Torrieri et al., 2014), y la segunda relacionada con el 



crecimiento de hongos en el producto, siendo esta la que genera más pérdidas 

económicas. Se ha es(mado que las pérdidas económicas relacionadas con el 

crecimiento de moho en productos de panadería pueden representar un 11%, lo que 

depende de la región y el (po de producto (García et al., 2019). 

Durante muchos años, el propionato de calcio se ha u(lizado como agente 

an(fúngico en las hogazas de pan; sin embargo, existe una tendencia actual a reducir el 

uso de conservadores sinté(cos (Samapundo et al., 2017). Una posible solución al 

deterioro del pan por mohos es u(lizar masas madre como parte de la formulación, ya 

que se ha demostrado que mejora la vida ú(l del producto (Demirbaş et al., 2017; 

Hernández-Figueroa et al., 2022; Luz et al., 2019). Las masas madre son masas 

fermentadas por bacterias ácido lác(cas (BAL) y/o levaduras que se u(lizan desde hace 

muchos años como ingrediente que mejora las caracterís(cas sensoriales del pan. Las 

masas madre se clasifican en cuatro (pos según su proceso de elaboración (Chavan & 

Chavan, 2011). Los (pos I y IV son masas madre que requieren una fermentación larga 

(más de cuatro días), y los microorganismos encargados de fermentar estas masas son 

propios de la harina de trigo. La masa (po II se inocula intencionalmente con BAL y/o 

levaduras. Su fermentación dura hasta 3 días, lo que los hace aptos para su uso a gran 

escala en la industria panadera (Chavan & Chavan, 2011). Se ha demostrado que durante 

la fermentación lác(ca de masas madre se producen diversos compuestos como ácidos 

orgánicos y pép(dos con capacidad an(microbiana (Gerez et al., 2009, 2013; Luz et al., 

2017). La literatura informa que los primeros compuestos pueden retardar el 

crecimiento in vitro de mohos /picos del deterioro del pan (Cizeikiene et al., 2013; Gerez 

et al., 2009, 2013; Rizzello et al., 2011). La capacidad an(fúngica de las masas madre 

producidas por fermentación lác(ca depende en gran medida del (po de BAL u(lizadas; 

ya que aquellos compuestos y ácidos producidos, además del ácido lác(co, pueden 

contribuir a la capacidad an(fúngica (Mani-López et al., 2022). 

De manera similar, se ha observado que la adición de masas madre (po poolish 

fermentadas con BAL a productos de panadería retarda el crecimiento de moho y mejora 

su vida ú(l (Hernández-Figueroa et al., 2022; Luz et al., 2019). Por tanto, este estudio 

(ene como obje(vo evaluar la capacidad an(fúngica y las propiedades químicas de los 



extractos acuosos (EA) obtenidos de la fermentación de harina de trigo (masa madre (po 

poolish (po II) con Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495 o Lactobacillus casei 21/1 

frente al deterioro del pan por mohos y (Penicillium chrysogenum y P. corylophilum). Se 

probó la ac(vidad an(fúngica de las masas madre in vitro y en pan; también se evaluaron 

sus propiedades fisicoquímicas y sensoriales. 

3.2.2 Materiales y métodos 

3.2.2.1 Condiciones de cul*vo 

Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495, Lactobacillus casei 21/1, Penicillium 

chrysogenum y P. corylophilum se obtuvieron de la colección de cul(vos de la 

Universidad de las Américas Puebla. Las cepas de Lactobacillus se cul(varon en caldo de 

Man Rogosa Sharpe (MRS) (Difco™, BD, Sparks, MD, USA) a 35°C durante 48 horas sin 

agitación y se recolectaron por centrifugación según la metodología reportada por 

Hernández-Figueroa et al. (2022). Los mohos se cul(varon en agar papa dextrosa (PDA; 

Bioxon, BD, Estado de México, México) durante 7 días a 25 °C. Según Hernández-Figueroa 

et al. (2022), la solución de esporas se obtuvo y se ajustó a una concentración de 105 

esporas/ml con solución de Tween (0.1%) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). 

Este estudio evaluó la ac(vidad an(fúngica de tres (pos de preparaciones de 

masa madre poolish (po II (sobrenadantes libres de células filtrados (CFS), extractos 

acuosos de masa madre poolish pasteurizada y masas madre). El CFS filtrado permi(ó 

detectar la ac(vidad an(fúngica en medios líquidos (datos no mostrados) y se u(lizó 

para determinar la caracterización química. Se u(lizó CFS pasteurizado para evaluar la 

ac(vidad an(fúngica, ya que se requerían grandes volúmenes de CFS para las pruebas y 

el uso de CFS filtrado no era prác(co. Finalmente, debido a las aplicaciones tecnológicas, 

las masas madre u(lizadas directamente en la formulación del pan como ingrediente son 

fac(bles y fáciles de manipular. 

 



3.2.2.2 Preparación de extracto acuoso para caracterización fisicoquímica 

Las masas madre se prepararon u(lizando harina de trigo con alto contenido proteico 

(11 g/100 g), agua en igual proporción (1:1) y un inóculo de biomasa de cada 

Lactobacillus (1%, p/p). Los ingredientes se mezclaron hasta obtener una masa 

homogénea y se fermentaron a 35 °C durante 24, 48 o 72 h. Posteriormente, las masas 

madre se centrifugaron a 7000 × g durante 25 min a 5 °C (Sorvall ST 8R Thermo Fisher 

Scien(fic, Osterode am Harz, Alemania) y el sobrenadante se filtró a través de un filtro 

de nitrato de celulosa de 0.45 μm (Advantec, MFS, Dublin, CA, EE.UU.) para la obtención 

de los extractos acuosos (EA). Los EA se almacenaron a −18 °C hasta su análisis. 

3.2.2.3 Determinación de pH, acidez *tulable, azúcares reductores y ácidos orgánicos 

Los extractos acuosos se caracterizaron mediante la determinación del pH, la acidez 

(tulable total y el contenido de azúcares reductores. El pH de la muestra se midió 

siguiendo el método AACC 02-52 mediante inmersión de electrodos con un medidor de 

pH precalibrado (HI 2210 Hanna Instruments, Woonsocket, RI, EE. UU.). La acidez 

(tulable total se determinó mediante el método AACC 02-31 (AACC, 2000) y los azúcares 

reductores se cuan(ficaron siguiendo el método 31.036 Lane-Eynon (AOAC, 2019). Las 

mediciones se realizaron por triplicado. 

El análisis y cuan(ficación de la concentración de ácidos lác(co y acé(co, así 

como de ácidos propiónico, bu/rico y piroglutámico, se realizaron mediante 

cromatogra|a líquida de alta resolución (HPLC). Se u(lizó un cromatógrafo Agilent 1260 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) equipado con un detector de arreglo de 

diodos (DAD) programado para una longitud de onda de 210 nm. De los EA filtrados se 

tomaron muestras con un muestreador automá(co Agilent G1329 (Agilent Technologies, 

Santa Clara, CA, EE. UU.) con un volumen de inyección de 20 μL. La separación de 

compuestos se realizó en una columna Aminex HPX-87H (300 × 7.8 mm) (BIO-RAD, 

Hercules, CA, EE. UU.) u(lizando una solución de tampón fosfato de potasio monobásico 

(20 mM) (pH 2.4, ajustado con ácido fosfórico). Como fase móvil isocrá(ca a 0.6 ml/min 

a temperatura ambiente. Se prepararon soluciones estándar a 30-400 mM de ácidos 

lác(co, acé(co, propiónico, bu/rico y piroglutámico para cuan(ficar los ácidos orgánicos 



en el extracto acuoso. El área del pico para cada solución se correlacionó con la 

concentración u(lizando un modelo lineal. Para los estándares, los coeficientes de 

correlación (R2) fueron >0.99. 

3.2.2.4 Modelado matemá*co del crecimiento radial del moho  

Las masas madre (fermentadas 48 h) se centrifugaron a 7000 × g durante 25 min a 5 ° C, 

y el sobrenadante se pasteurizó a 100 ° C durante 1 min, denominado extracto acuoso 

de masa madre (PP) pasteurizado (po poolish. Se mezcló PDA fundido estéril con PP en 

diferentes concentraciones (0, 25 o 50 % v/v). Cada agar-PP se ver(ó en placas de Petri 

(60 X 15 mm) y se inoculó con 5 μL de suspensión de esporas (≈ 104 esporas/placa) en la 

parte central. Se midieron tres puntos del diámetro de la colonia cada 24 horas hasta 

que el crecimiento del moho alcanzó el diámetro total de la placa. El crecimiento radial 

del moho se modeló con la ecuación de Gompertz modificada (Kosegarten et al., 2017) 

u(lizando los datos de evolución del diámetro de la colonia durante la incubación. El 

modelo permite es(mar mediante regresión no lineal, µ (tasa máxima de crecimiento 

(1/h)), A y l (la fase de adaptación o (empo de retraso (h)). Para analizar el ajuste del 

modelo, se calcularon los residuales y los coeficientes de correlación (R2) u(lizando el 

so{ware Minitab 20 (Minitab LLC, State College, PA, EE. UU.). Los extractos acuosos de 

masa madre (po poolish pasteurizados se neutralizaron (NaOH, 45%) hasta alcanzar un 

pH de 6.5 y se evaluó su ac(vidad an(fúngica como se describió anteriormente (sección 

2.4). 

3.2.2.5 Preparación de pan 

Para preparar las muestras se u(lizó una formulación estándar de pan blanco; harina de 

trigo 38%, agua 23%, levadura 1% y 38% masa madre (po poolish formulada con L. casei 

o L. acidophilus. Estas masas madre poolish se u(lizaron directamente después de la 

fermentación (48 h) sin centrifugar ni pasteurizar. Se usó una mezcladora/amasadora 

Legacy HL200 (Hobart, Troy, OH, EE. UU.) para mezclar y amasar los ingredientes; luego, 

la masa se dividió y se formó en trozos (100 g). Primero, las piezas formadas en masa se 

fermentaron durante 60 minutos a 30 °C u(lizando un horno Mini combo (Zucchelli 

Alpha, Trevenzuolo, Verona, Italia). A con(nuación, el proceso de horneado se realizó a 



200 °C durante 18 min en un horno eléctrico Mini combo (Zucchelli Alpha, Trevenzuolo, 

Verona, Italia). Luego, el pan se enfrió a temperatura ambiente durante 60 min. 

Paralelamente, se prepararon lotes de pan sin masa madre (po poolish (control) y se 

acidificaron con ácido lác(co (LA) o ácido lác(co y acé(co (LA-AA) en concentraciones 

similares a las encontradas en los extractos acuosos procedentes de la fermentación con 

cada uno de los lactobacilos u(lizados. Finalmente, los lotes de pan preparados se 

almacenaron durante 14 días a temperatura ambiente en bolsas de polie(leno selladas. 

3.2.2.6 Determinación de propiedades fisicoquímicas y de calidad del pan 

La medición del pH del pan se realizó con un medidor de pH modelo HI2210 (Hanna 

Instruments, Woonsocket, RI, USA) siguiendo el método 02-52 de la AACCI (AACCI, 

2000). La miga y la corteza de las hogazas de pan se separaron para realizar pruebas de 

humedad y aw, y se analizaron individualmente. Para las determinaciones del contenido 

de humedad se siguió el método AOAC 930.15 (AOAC, 2019). Para el análisis de aw se 

u(lizó un equipo AquaLab Serie 4TEV (Meter Food, Pullman, WA, EE. UU.). Las 

mediciones de pH y aw se llevaron a cabo el día 1 y al final del almacenamiento (cuando 

era evidente el crecimiento de hongos en el pan). Además, la concentración de ácidos 

no disociados en las hogazas de pan se calculó u(lizando los resultados de los análisis de 

HPLC (ácido/L de extracto acuoso) considerando el contenido de humedad de las piezas 

de pan. Los ácidos lác(co y acé(co se consideran ácidos débiles ya que no se disocian 

completamente en agua, sino que dependen del pH. La forma ácida no disociada es 

responsable de la ac(vidad an(microbiana en la fase acuosa del medio. Por lo tanto, la 

disociación de los ácidos en función del pH medido se calculó u(lizando la ecuación de 

Henderson-Hasselbalch (pH = pKa + log10([A-]/[HA]) y el contenido de humedad del pan. 

Los valores de pKa de LA y AA son 3.86 y 4.75, respec(vamente. [A-] es la concentración 

molar de la base conjugada con ácido y [HA] es la concentración molar del ácido no 

disociado. 

La determinación del volumen se midió por desplazamiento de semillas según el 

método AACC 10-05 (AACC, 2000), y el volumen específico del pan se expresó como el 

volumen entre el peso del pan (cm3/g). Se u(lizó un vernier electrónico para medir la 



relación ancho/alto, y ambas dimensiones se midieron en rodajas centrales de 2.5 cm 

de espesor (Lainez et al., 2008). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. 

3.2.2.7 Ac*vidad an*fúngica en el pan 

Las piezas de pan empacadas se observaron diariamente durante 14 días o hasta que se 

detectó visualmente crecimiento de moho en la superficie para determinar la ac(vidad 

an(fúngica de las masas madre (po poolish y los ácidos lác(co o acé(co en el pan. 

3.2.2.8 Análisis estadís*co 

Los resultados se presentan como valores medios y desviaciones estándar. Los datos 

obtenidos fueron analizados estadís(camente con Análisis de Varianza (ANOVA). Las 

comparaciones de pares para los valores medios se realizaron con la prueba de Tukey 

con p <0.05, u(lizando el so{ware estadís(co Minitab 20 (Minitab LLC, State College, PA, 

EE. UU.). Antes del análisis estadís(co, se evaluó la normalidad de los datos y la 

homogeneidad de las varianzas. 

Se evaluaron los efectos de los extractos de diferentes (empos de fermentación 

de masa madre (po poolish y (pos de Lactobacillus sobre el pH, la acidez, el contenido 

de azúcares reductores y la concentración de LA y AA. También se analizaron los efectos 

de la concentración de masa madre y el (po de lactobacilos sobre la tasa de crecimiento 

de los mohos. Y los efectos de la formulación del pan (control, control LA, control LA-AA, 

BPA y BPC) sobre el pH de la masa, el volumen específico del pan, la relación ancho/alto, 

el pH al principio y al final del almacenamiento, tanto de la miga como de la corteza. 

También se analizó estadís(camente el contenido de humedad y la ac(vidad del agua al 

inicio y al final del almacenamiento, así como los resultados de los análisis sensoriales. 

3.2.3 Resultados y discusiones 

3.2.3.1 pH, acidez *tulable y cuan*ficación de ácidos orgánicos 

La Tabla 5 muestra los valores de pH, acidez (tulable y la concentración de LA y AA; 

ninguna de las condiciones probadas produjo ácido propiónico, bu/rico o piroglutámico. 

Como se puede observar al aumentar el (empo de fermentación, el pH del extracto 



disminuyó, aumentando en consecuencia la acidez (tulable. Ninguno de los extractos de 

masa madre difiere significa(vamente en el pH a las 48 o 72 horas (p > 0.05). Los valores 

de pH obtenidos son similares a los reportados por Se�anni et al. (2013) y Hernández-

Figueroa et al. (2022), quienes reportaron valores de pH entre 3.6 y 3.7 en masas madre 

fermentadas con Lactobacillus plantarum PON 100274 y Lac*plan*bacillus plantarum 

NRRL B-4496, respec(vamente. Las BAL se clasifican dependiendo de los productos 

generados durante la fermentación; las BAL homofermenta(vas producen 

principalmente ácido lác(co a través de la glucólisis, mientras que las BAL 

heterofermenta(vas producen ácido lác(co, ácido acé(co y CO2 y/o etanol (Chavan & 

Chavan, 2011). El análisis de ácidos orgánicos en los extractos de masa madre mostró 

que la cepa homofermenta(va obligada L. acidophilus NRRL B-4495 solo produce LA en 

una concentración de 88-216 mM, mientras que L. casei 21/1 (heterofermenta(va 

faculta(va) produjo ambos LA (145-308 mM) y AA (17-65 mM). Gerez et al. (2013) 

obtuvieron una concentración de LA similar (195 mM) en sobrenadante libre de células 

(CFS) producido después de 24 horas de fermentación en caldo MRS con L. acidophilus 

CRL 1070. 

Asimismo, estos inves(gadores reportaron concentraciones de LA y AA de 202.9 

mM y 16.3 mM al analizar el CFS de L. casei CRL 239 después de 24 h de fermentación 

en caldo MRS. El contenido de LA y AA en los extractos de masas madre fermentadas 

durante 24 horas (Tabla 1) fue inferior al obtenido por Gerez et al. (2013). Sin embargo, 

las concentraciones de LA y AA aumentaron para aquellos fermentados a las 48 y 72 

horas. Por otro lado, la producción de ácidos orgánicos por las BAL depende de los 

sustratos disponibles en el medio de crecimiento y las condiciones de crecimiento 

(Gänzle, 2015). Esto muestra cómo las condiciones de fermentación afectan la 

producción de ácidos orgánicos en los medios. 

3.2.3.2 Inhibición del crecimiento radial 

El crecimiento de los mohos se caracterizó por una fase de retraso inicial seguida de un 

aumento lineal en el diámetro de la colonia (Figura 8). El modelo de Gompertz mostró 

un ajuste adecuado (R2 > 0.98) a los datos experimentales en los casos evaluados. La 

duración del (empo de retraso varió entre 13 y 33 h, dependiendo del (po de PP. Al 



mismo (empo, la tasa de crecimiento radial del moho se relacionó nega(vamente con 

la concentración y el (po de PP (Tabla 6). 

  



Tabla 5. pH, acidez 0tulable y ácidos orgánicos de los extractos acuosos de diferentes masas madre fermentadas 0po poolish con Lactobacillus acidophilus 
NRRL B-4495 o Lactobacillus casei 21/1. 

Extracto de 

masa 

madre de 

Poolish 

pH TA (%) 
Azúcares reductores 

(g/100 g muestra) 
Ácido lác0co (mM) Ácido acé0co(mM) 

Ácido bulrico propiónico y 

piroglutámico (mM) 

MP 24h       

MP 48h       

MA 24h 3.8 ± 0.08 Aa 0.11 ± 0 Ba 1.39 ± 0.042 Ba 88.01 ± 5.92 Bb ND ND 

MA 48h 3.64 ± 0.02 Ba 0.15 ± 0.01 Ab 2.30 ± 0.17 Aa 214.48 ± 2.66 Ab ND ND 

MA 72h 3.66 ± 0.04 Ba 0.15 ± 0.01 Aa 2.26 ± 0.21 Aa 216.7 ± 4.07 Ab ND ND 

MC 24h 3.71 ± 0.01 Aa 0.11 ± 0.01 Ca 1.43 ± 0.03 Ca 145.65 ± 0.77 Ba 17.48 ± 1.75 Ba ND 

MC 48h 3.62 ± 0.01 Ba 0.18 ± 0.01 Ba 2.46 ± 0.02 Ba 304.17 ± 8.87 Aa 66.44 ± 3.5 Aa ND 

MC 72h 3.13 ± 0.02 Bb 0.27 ± 0.01 Ab 2.87 ± 0.13 Ab 308.17 ± 0.77 Aa 65.86 ± 2.67 Aa ND 



*MA: masa madre Zpo poolish fermentada con L. acidophilus NRRL B-4495. MC: masa madre Zpo poolish fermentada con L. casei 21/1. La acidez Ztulable se calculó como 

ácido lácZco en porcentaje peso/volumen (% p/v). Diferentes letras mayúsculas muestran una diferencia significaZva (p < 0,05) en cuanto al Zempo de fermentación. Las 

letras minúsculas indican una diferencia significaZva (p < 0.05) con respecto a las bacterias ácido lácZcas uZlizadas para la masa madre Zpo poolish. ND: no detectado. 

  



 

Figura 8. Crecimiento de los mohos y predicción con la ecuación de Gompertz modificada a parZr de 
extractos de masa madre acuosa pasteurizada Zpo poolish suplementados al 50%. PPA: extracto acuoso de 

masa madre Zpo poolish pasteurizado suplementado con Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495; PPC 
extracto acuoso pasteurizado de masa madre Zpo poolish suplementedo con Lactobacillus casei 21/1. 
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Tabla 6. Tasa de crecimiento radial de Penicillium chrysogenum y Penicillium corylophilum en el 
extracto de masa madre poolish (pasteurizado) analizado. 

Tipo de poolish  
Concentración 

(%) 

Velocidad de 

crecimiento 

Penicillium 

chrysogenum (h-1) 

Velocidad de 

crecimiento 

Penicillium 

corylophilum (h-1) 

  0 0.0715 ± 0.0028 a 0.0804 ± 0.0039 a 

PPA 25 0.0216 ± 0.0012 b 0.0207 ± 0.0019 b 

50 0.0153 ± 0.0004 d 0.0157 ± 0.0005 d 

PPC 25 0.0229 ± 0.0007 b 0.0227 ± 0.0009 b 

50 0.0209 ± 0.0009 c 0.0201 ± 0.0012 c 

PPA: extracto acuoso de masa madre 0po poolish pasteurizado suplementado con Lactobacillus 
acidophilus NRRL B-4495; PPC extracto acuoso pasteurizado de masa madre 0po poolish 
suplementado con Lactobacillus casei 21/1. En cada columna, las medias que no comparten letra 
son significa0vamente diferentes (p < 0.05). 

El análisis de varianza mostró que la concentración, el (po de extracto y su 

interacción afectan significa(vamente (p < 0.05) el crecimiento de cada moho. Al comparar 

las medias (Tabla 6) para ambos mohos, la suplementación con 25% de PP de ambos 

Lactobacillus resultó en tasas medias de crecimiento radial iguales (p > 0.05). Sin embargo, 

la tasa de crecimiento radial promedio para el 50% del PP es significa(vamente menor (p < 

0.05) para ambos mohos. La tasa de crecimiento radial se reduce aún más cuando el PP se 

suplementa con L. acidophilus (p < 0.05). Aunque L. acidophilus alcanza mayores 

reducciones en la tasa de crecimiento en comparación con L. casei; los mohos evaluados no 

fueron completamente inhibidos; por ello, ambos Lactobacillus fueron probados en la 

siguiente fase de este estudio (la formulación de pan con masas madre). 

En general, el PP de L. acidophilus afectó la tasa de crecimiento de ambos mohos 

cuando se usó 25% y 50% de PP y fue estadís(camente diferente (p < 0.05) en comparación 

con el PP suplementado con L. casei. En inves(gaciones anteriores se observó que la adición 

de 50% de PP suplementado con Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496 disminuyó la 



tasa de crecimiento de P. chrysogenum y P. corylophilum en un rango de 0.017 – 0.018 h-1 

(Hernández-Figueroa et al., 2022). Por tanto, los extractos obtenidos de masas madre (po 

poolish suplementadas con BAL (enen un efecto fungistá(co. 

Cuando los PP se neutralizan (pH 6.5), su ac(vidad an(fúngica se pierde y los mohos 

probados crecen de manera similar a los controles, lo que indica la naturaleza ácida de los 

compuestos con ac(vidad an(fúngica. Li et al. (2012) determinaron las ac(vidades 

an(fúngicas (contra Penicillium sp.) del sobrenadante libre de células (CFS) de Lactobacillus 

casei AST18 (de caldo MRS a 37 °C durante 72 h) a diferentes valores de pH. El valor de pH 

del CFS se ajustó (2.5 a 10.0) y los autores informaron una ac(vidad an(fúngica máxima 

cuando los valores de pH estaban entre 2.5 y 4.0, disminuyendo rápidamente hasta perderse 

cuando los valores de pH eran más altos, lo que indica que los ácidos orgánicos eran 

responsables del efecto an(fúngico. El pKa de LA y AA es 3.86 y 4.75, respec(vamente, lo 

que sugiere que dicha pérdida de ac(vidad an(fúngica a valores de pH más altos puede 

atribuirse a la forma no disociada de los ácidos. 

3.2.3.3 Propiedades fisicoquímicas y de calidad del pan 

La Tabla 7 muestra las propiedades de calidad de las diferentes barras de pan analizadas. El 

pan suplementado con masas madre (po poolish fermentadas con las diferentes cepas de 

Lactobacillus presentó un menor volumen específico (3.29 y 3.82 cm3/g). En par(cular, el 

pan adicionado con L. casei 21/1 presentó el menor volumen específico, significa(vamente 

diferente (p < 0.05) de los demás panes formulados. Por otro lado, el pan control y el control 

adicionado con ácido lác(co (control LA) (enen el mayor volumen específico (4.26 cm3/g) y 

no mostraron diferencias significa(vas (p > 0.05) entre ellos. El volumen específico de los 

panes control y control LA fueron similares a los reportados por Bárcenas & Rosell (2005), 

quienes evaluaron cómo afecta la incorporación de hidroxipropilme(lcelulosa al volumen 

específico (4.66 – 5.16 cm3/g). Además, se ha observado que la adición de masas madre al 

pan disminuye el volumen específico ya que acidifican y modifican la red del gluten (Chavan 

& Chavan, 2011). Del mismo modo, Sanz-Penella et al. (2012) y Aplevicz et al. (2013) 

observaron que la adición de masa madre con Bifidobacterium pseudocatenulatum ATCC 



27919 y Lactobacillus paracasei, respec(vamente, disminuyó el volumen específico de las 

hogazas de pan debido a la reducción del pH. 

Tabla 7. Volumen específico y relación ancho/alto de los diferentes panes analizados. 

Muestra 
Volumen específico 

(cm3/g) 
Relación ancho/alto 

Control 4.26 ± 0.01 a 1.62 ± 0.01 bc 

LA control 4.26 ± 0.22 a 1.69 ± 0.01 b 

LA-AA control 3.83 ± 0.10 b 1.59 ± 0.01 c 

BPA 3.82 ± 0.12 b 2.05 ± 0.07 a 

BPC 3.29 ± 0.12 c 2.03 ± 0.01 a 

Control: pan elaborado con la formulación básica. Control LA: pan adicionado con ácido lácZco. 
Pan control LA-AA adicionado con ácidos lácZco y acéZco. BPA: pan suplementado con masa 
madre Zpo poolish con Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495, y BPC: pan adicionado con masa 
madre Zpo poolish con Lactobacillus casei 21/1. Para cada parámetro evaluado, las letras 
minúsculas indican una diferencia significaZva (p < 0.05). 

Además del volumen específico, la relación ancho/alto es un parámetro de calidad 

importante en los productos de panadería. Las hogazas de pan adicionadas con masa madre 

(po poolish presentaron los valores más altos de esta relación (2.05 y 2.03); esto significa 

que las hogazas de pan eran más anchas y menos altas que las del control (Figura 9). Algunos 

estudios demostraron que el pan de buena calidad (ene una relación ancho/alto de 1.3 – 

1.6 (Bárcenas & Rosell, 2005; Haros et al., 2001; Lainez et al., 2008) y está directamente 

relacionado con la adecuada formación de gluten. Nu�er et al. (2019) observaron que el 

(empo de fermentación de las BAL en masas madre modifica la microestructura del gluten 

debido a la despolimerización de las proteínas. Asimismo, observaron que los valores 

reducidos de pH (3.5-4.0) provocados por las BAL, inducen la ac(vación de las proteasas 

responsables de la hidrólisis del gluten, formando una estructura con poca capacidad de 

retener gases, dando como resultado piezas de pan más planas. En el complejo ecosistema 

microbiano de las masas madre, las levaduras están estrechamente asociadas con las BAL, 

lo que resulta en interacciones metabólicas entre ambos (pos de microorganismos. Se ha 



demostrado que las levaduras liberan nutrientes como aminoácidos y vitaminas que 

benefician el crecimiento de las BAL. 

   
Control LA control LA-AA control 

 

  

BPA BPC 

Figura 9. Rebanadas de pan formuladas con dis0ntos ácidos o masas madre 0po poolish. Control: 
pan elaborado con la formulación básica. Control LA: pan adicionado con ácido lác0co. Pan control 
LA-AA adicionado con ácido lác0co y acé0co. BPA: pan suplementado con masa madre 0po poolish 

con Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495, y BPC: pan adicionado con masa madre 0po poolish 
con Lactobacillus casei 21/1. 

Los ácidos producidos por las bacterias durante las primeras etapas de la 

fermentación de la masa madre reducen el pH del medio a cerca de 5, que es óp(mo para 

el crecimiento de la levadura. Sin embargo, las interacciones entre las BAL y la levadura 

dependen del (po de bacteria. Las BAL heterofermenta(vas producen AA debido a su ruta 

metabólica, y en (empos de fermentación prolongados, las masas madre alcanzan un pH 

aproximado de 4 o menos. En este rango de pH, el AA no está disociado y puede atravesar 

la membrana citoplasmá(ca de levaduras e inhibir o retardar su crecimiento, especialmente 

S. cerevisiae (Minervini et al., 2014)  

En la Tabla 8 se muestra que los valores de pH iniciales del pan suplementado con 

masa madre (po poolish con L. acidophilus NRRL B-4495 (BPA) y L. casei 21/1 (BPC) fueron 

4.3 y 3.7, respec(vamente; estos valores están incluidos en el rango de ac(vación de las 

proteasas del trigo, lo que probablemente provocó los cambios estructurales y de la relación 



ancho/alto. De igual forma, al pH medido de las piezas de pan adicionadas con masa madre, 

el metabolismo de la levadura puede verse afectado, generando panes con menor volumen, 

más largos y menos altos, especialmente para BPC; L. casei 21/1, una BAL 

heterofermenta(va, genera AA, que puede dañar las levaduras como se mencionó 

anteriormente. Los panes control y control LA presentaron valores de relación ancho/alto 

similares y no presentaron diferencia significa(va (p > 0.05) entre ellos. El pan control de 

ácido lác(co y ácido acé(co (LA-AA) tuvo un valor de 1.59, siendo significa(vamente 

diferente (p < 0.05) del resto de las muestras. 

Tabla 8. pH de diferentes panes y masas analizadas al inicio y al final del almacenamiento 

Muestra pH de masa pH inicial del pan pH final del pan 

Control 5.89 ± 0.03 A 6.10 ± 0.09 Aa 5.97 ± 0.05 Aa 

Control LA 4.28 ± 0.04 B 4.63 ± 0.03 Ba 4.64 ± 0.02 Ba 

Control LA-AA 3.98 ± 0.08 C 4.49 ± 0.02 Ca 4.50 ± 0.01 Ca 

BPA 3.70 ± 0.01 D 4.30 ± 0.03 Da 4.31 ± 0.03 Da 

BPC 3.69 ± 0.01 D 3.70 ± 0.02 Ea 3.71 ± 0.03 Ea 

Control: pan elaborado con la formulación básica. Control LA: pan adicionado con ácido 
lácZco. Pan control LA-AA adicionado con ácidos lácZco y acéZco. BPA: pan suplementado 
con masa madre Zpo poolish con Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495, y BPC: pan 
adicionado con masa madre Zpo poolish con Lactobacillus casei 21/1. Diferentes letras 
mayúsculas muestran una diferencia significaZva (p < 0.05) en cuanto al Zpo de pan. 
Letras minúsculas diferentes indican una diferencia significaZva (p < 0.05) con respecto 
al pH inicial y final. 

En la Tabla 8 se presentan los valores de pH de las diferentes masas y hogazas de pan 

analizadas al inicio y al final del almacenamiento. El pan control tuvo el valor de pH más alto 

durante el almacenamiento (6.1 y 5.97). Zhao et al. (2020) informaron valores de pH 

similares, y Hernández-Figueroa et al. (2022) para hogazas de pan elaboradas únicamente 

con harina de trigo sin masa madre. Por otro lado, los valores de pH de BPA y BPC (4.30 y 

3.70, respec(vamente) al inicio del almacenamiento fueron inferiores y significa(vamente 

diferentes al resto de las hogazas de pan analizadas (p < 0.05). Diversos estudios han 

observado que la adición de masas madre fermentadas con diferentes cepas de BAL, como 



L. plantarum, Lactobacillus rossiae, Lactobacillus sakei y Lactobacillus sanfranciscencis 

produjeron pan con un pH entre 4.0 y 3.72 (Coda et al., 2011; Hernández- Figueroa et al., 

2022; Se�anni et al., 2013; Zhao et al., 2020). Esto es consistente con los resultados 

obtenidos para piezas de pan con BPA y BPC. 

Aunque el pH del pan de control LA fue más alto y significa(vamente diferente del 

pan BPA, esta diferencia puede estar relacionada con otros compuestos en la masa 

producidos durante la fermentación. Cuando se agrega más harina a la formulación de BPA, 

aumenta la disponibilidad de azúcares y, por tanto, disminuye la producción de ácidos 

orgánicos por L. acidophilus y el pH. Por otro lado, la diferencia entre el pH del pan control 

LA-AA y el pan BPC fue significa(vamente mayor (p < 0.05). Esto probablemente se atribuye 

a la capacidad heterofermenta(va faculta(va de L. casei, que puede generar ácidos 

orgánicos adicionales (Chavan & Chavan, 2011). 

La Figura 10 muestra el contenido de humedad y la ac(vidad del agua (aw) de la 

corteza y la miga de las barras de pan analizadas. Aunque las muestras de las diferentes 

piezas de pan mostraron diferencias significa(vas (p < 0.05), las muestras de BPA y BPC 

presentaron menor contenido de humedad tanto en miga como en corteza. Como se 

mencionó anteriormente, el gluten, así como los gránulos de almidón, son los principales 

factores que influyen en la retención de humedad en el pan. La formación de una correcta 

red de gluten y el hinchamiento de los gránulos de almidón reducen la pérdida de vapor de 

agua durante el horneado del producto (Bárcenas & Rosell, 2005; Corse� & Se�anni, 2007; 

Gobbe� et al., 1994). Por otro lado, se ha demostrado que las BAL liberan amilasas que 

disminuyen el pH y ac(van las proteasas del trigo. En consecuencia, los gránulos de almidón 

y las redes de gluten se ven afectados, disminuyendo la retención de vapor de agua durante 

el horneado. Estos cambios estructurales pueden ser responsables de la disminución del 

contenido de humedad en la corteza y la miga de los panes BPA y BPC (Figura 3). 
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Figura 10. . Contenido de humedad y ac0vidad agua (aw) de la corteza y miga de los panes en el 
momento 0 de almacenamiento (inicial) y al final del almacenamiento (final). Control: pan 

elaborado con la formulación básica. Control LA: pan adicionado con ácido lác0co. Pan control LA-
AA adicionado con ácido lác0co y acé0co. BPA: pan suplementado con masa madre 0po poolish 
con Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495, y BPC: pan adicionado con masa madre 0po poolish 

con Lactobacillus casei 21/1. Diferentes letras mayúsculas muestran una diferencia significa0va (p 
< 0.05) en cuanto al 0po de pan. Letras minúsculas diferentes indican una diferencia significa0va 

(p < 0.05) al comparar los valores de 0empo de almacenamiento inicial y final. 
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Además, durante el almacenamiento de productos de panadería se produce una 

transferencia de masa ya que el agua de la miga migra hacia la corteza hasta que la humedad 

es similar entre ambas partes (Bárcenas & Rosell, 2005). Generalmente, este 

comportamiento se observó para todos los (pos de pan estudiados, como se muestra en la 

Figura 3. Finalmente, la aw inicial y final de todos los panes estuvo por encima de 0.90, 

favorable para el crecimiento de hongos (Dagnas et al., 2015; Samson & Reenen-Hoekstra, 

1995). 

3.2.3.3 Análisis sensorial 

Los resultados del análisis sensorial realizado para las hogazas de pan se muestran en la 

Tabla 9. Para el aroma, los panes control y control LA presentaron las puntuaciones más altas 

(» 7.20), que según la escala hedónica corresponde a “me gusta moderadamente”. Los 

panes control LA-AA, BPA y BPC tuvieron puntuaciones más bajas para el atributo aroma y 

no presentaron diferencia significa(va entre ellos (p > 0.05). En cuanto al color y apariencia 

de la miga, no hubo diferencia significa(va entre las muestras (p > 0.05). Las hogazas de pan 

BPA y BPC fueron más aceptables para los jueces (puntuación > 7.8) que los otros panes. La 

apariencia de la corteza está relacionada con la reacción de Maillard que ocurre durante el 

horneado del producto. Como se mencionó anteriormente, las enzimas BAL degradan las 

moléculas de almidón y maltosa en la harina, produciendo más azúcares reductores que 

interactúan en la reacción de Maillard (Belz et al., 2019). Finalmente, la aceptabilidad 

general y el sabor de los panes elaborados con masa madre fueron menores en comparación 

con el resto de las muestras (4.47 – 4.60), y algunos de los comentarios mencionados por 

los jueces incluyeron que el pan tenía un sabor ácido, y no estaban familiarizados con este 

(po de sabores. Por ello, se realizó otro análisis sensorial con 16 jueces semientrenados a 

quienes previamente se les entrevistó sobre sus conocimientos sobre el pan de masa madre 

(Tabla 10). 

 

 



Tabla 9. Puntajes de la evaluación sensorial de las hogazas de pan (jueces no entrenados) 

  Tipo de pan 

Atributos Control LA control  LA-AA control  BPA BPC 

Aroma 7.20 ± 1.37 a 7.23 ± 1.33 a 6.60 ± 1.43 ab 5.33 ± 2.47 b 5.87 ± 2.21 b 

Color 7.20 ± 1.10 a 7.57 ± 1.04 a 6.77 ± 1.25 a 7.10 ± 1.69 a 7.33 ± 1.65 a 

Apariencia de la 

miga 6.57 ± 1.65 a 7.13 ± 1.33 a 6.73 ± 1.28 a 6.47 ± 2.13 a 6.93 ± 1.87 a 

Apariencia de la 

corteza 6.80 ± 1.54 b 7.37 ± 1.47 ab 7.00 ± 1.53 ab 7.90 ± 1.30 a 7.87 ± 1.14 a 

Sabor 6.17 ± 1.86 a 6.97 ± 1.56 a 6.43 ± 1.61 a 4.60 ± 2.84 b 4.47 ± 2.71 b 

Aceptabilidad 

general 6.90 ± 1.37 a 7.23 ± 0.97 a 6.67 ± 1.12 a 5.33 ± 2.41 b 5.30 ± 2.44 b 

Para cada atributo, las letras minúsculas indican una diferencia significaZva (p < 0.05). Control: pan elaborado 

con la formulación básica. Control LA: pan adicionado con ácido lácZco. Pan control LA-AA adicionado con 

ácidos lácZco y acéZco. BPA: pan suplementado con masa madre Zpo poolish con Lactobacillus acidophilus 

NRRL B-4495, y BPC: pan adicionado con masa madre Zpo poolish con Lactobacillus casei 21/1. 

La evaluación sensorial de los panes realizada por los jueces semientrenados mostró 

que los panes BPA y BPC sólo presentaron diferencias significa(vas (p < 0.05) en la apariencia 

de la corteza, teniendo puntuaciones entre 7.75 y 8.25 que, según la escala hedónica, 

corresponde a “me gusta moderadamente” – “me gusta mucho”. En cuanto a la 

aceptabilidad general, las barras de pan adicionadas con masa madre presentaron 

puntuaciones más altas que las otorgadas por jueces no entrenados. Esto indica la 

importancia de conocer los sabores ácidos /picos del pan de masa madre. 

 

 

 



Tabla 10. Puntajes del análisis sensorial de las hogazas de pan evaluadas realizado con jueces 
semientrenados. 

  Tipo de pan 

Atributos Control LA control LA-AA control BPA BPC 

Aroma 7.31 ± 1.49 a 7.00 ± 1.41 a 7.00 ± 1.27 a 6.13 ± 2.13 a 6.56 ± 1.41 a 

Color 7.19 ± 0.98 a 7.50 ± 1.10 a 7.13 ± 0.89 a 7.00 ± 1.83 a 7.75 ± 1.24 a 

Apariencia de la 

miga 6.63 ± 1.67 a 7.56 ± 1.21 a 7.38 ± 0.96 a 6.56 ± 2.28 a 7.81 ± 1.17 a 

Apariencia de la 

corteza 6.81 ± 1.33 b 7.25 ± 1.48 ab 7.50 ± 1.21 ab 7.75 ± 1.44 ab 8.25 ± 1.00 a 

Sabor 6.38 ± 1.63 a 6.88 ± 1.63 a 6.94 ± 1.29 a 6.06 ± 2.35 a 6.25 ± 1.65 a 

Aceptabilidad 

general 6.88 ± 1.46 a 7.25 ± 1.00 a 7.19 ± 0.91 a 6.44 ± 1.97 a 6.75 ± 1.44 a 

Para cada atributo, las letras minúsculas indican una diferencia significaZva (p < 0.05). Control: pan elaborado 

con la formulación básica. Control LA: pan adicionado con ácido lácZco. Pan control LA-AA adicionado con 

ácidos lácZco y acéZco. BPA: pan suplementado con masa madre Zpo poolish con Lactobacillus acidophilus 

NRRL B-4495, y BPC: pan adicionado con masa madre Zpo poolish con Lactobacillus casei 21/1. 

3.2.3.4 Ac*vidad an*fúngica de masa madre *po poolish fermentada con Lactobacillus 

acidophilus NRRL B-4495 o Lactobacillus casei 21/1 

El uso de masas madre directamente para formulaciones de masas facilita su uso como 

ingredientes. Además, numerosos estudios han informado que la ac(vidad an(fúngica de la 

masa madre se correlaciona principalmente con la presencia de LA y AA (Debonne et al., 

2020). La Tabla 11 muestra el crecimiento de mohos en las barras de pan durante el 

almacenamiento a 25 °C. Después de cinco días de almacenamiento, el 50% de las hogazas 

de pan del control mostraron un crecimiento visible de moho en la corteza del pan (Figura 

11). Resultados similares han sido reportados por Hernández-Figueroa et al. (2022) para 

panes formulados sin masa madre. En el mismo período, solo el 10% de los panes a los que 

se les añadió ácido lác(co (control LA) y ácido lác(co-acé(co (control LA-AA) mostraron 



crecimiento de moho en la superficie (Figura 4). Después de 10 días de almacenamiento, el 

100% de los panes control, control LA y control LA-AA presentaron crecimiento fúngico. Para 

el pan al que se le añadió masa madre suplementada con L. acidophilus NRRL B-4495, el 

90% de los panes mostraron crecimiento de moho en la corteza después de 14 días de 

almacenamiento. En el caso de los panes con masa madre suplementada con L. casei 21/1 

después de 14 días de almacenamiento, solo el 10 % de los panes presentaron crecimiento 

de moho en la superficie (Figura 4). 

Tabla 11. Tiempo de falla (crecimiento visible de moho) de los diferentes panes analizados. 

  % Pan con crecimiento de moho 

Tiempo de 

almacenamiento 

(d) Control LA control  LA-AA control  BPA BPC 

0 0 0 0 0 0 

5 50 10 10 0 0 

7 100 100 40 0 0 

10 100 100 100 10 0 

12 100 100 100 30 0 

14 100 100 100 90 10 

Control: pan elaborado con la formulación básica. Control LA: pan adicionado con ácido lácZco. Pan 
control LA-AA adicionado con ácidos lácZco y acéZco. BPA: pan formulado con fermentados Zpo poolish 
con Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495, y BPC: pan adicionado con fermentados Zpo poolish con 
Lactobacillus casei 21/1. 

Como se mencionó anteriormente, la ac(vidad an(microbiana de los ácidos 

orgánicos se atribuye a su concentración no disociada; así, las can(dades de LA y/o AA se 

calcularon considerando los valores iniciales de humedad del pan. Para el pan formulado 

con masa madre de L. acidophilus, el LA no disociado fue de 0.57 mmol/100 g de corteza y 

0.81 mmol/100 g de miga. La can(dad de LA no disociado en el pan suplementado con masa 

madre de L. casei fue de 1.72 mmol/100 g de corteza y 2.56 mmol/100 g de miga, mientras 

que para AA fue de 0.58 mmol/100 g de corteza y 0.87 mmol/100 g de miga. Se reportan 



pocos datos sobre concentraciones inhibidoras mínimas de LA o AA contra mohos en 

matrices alimentarias. Por tanto, la comparación es bastante di|cil. Guimarães et al. (2018) 

informaron la concentración inhibidora del 90 % del crecimiento de moho (IC90) para LA y 

AA en agar. La IC90 para Penicillium nordicum MUM 08.16 fue de 64.83 mmol/100 ml y 2.83 

mmol/100 ml para LA y AA, respec(vamente. Los valores de IC90 reportados son superiores 

a los obtenidos en este trabajo; sin embargo, la aw y la matriz alimen(cia contribuyen a la 

inhibición del crecimiento de moho en el pan. Estos resultados demuestran la capacidad de 

las masas madre (po poolish fermentadas con diferentes cepas de BAL para frenar el 

crecimiento de hongos en los panes durante el almacenamiento. Resultados similares han 

sido reportados por Hernández-Figueroa et al. (2022) y Luz et al. (2019), donde masas madre 

fermentaron con Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496 y L. plantarum CECT749, 

respec(vamente, prolongando la vida ú(l del pan de 2 a 7 días. 

  



  
Control 0 días Control 5 días 

  
LA control 0 días LA control 7 días 

  
LA-AA control 0 días LA-AA control 7 días 

  
BPA 0 días BPA 12 días 



  

BPC 0 días BPC 14 días 

Figura 11. Crecimiento de hongos en las hogazas de pan control, panes adicionados con ácido 
lác0co (control LA), panes adicionados con ácido lác0co y acé0co (control LA-AA), pan 

suplementado con masa madre fermentada 0po poolish con Lactobacillus acidophilus NRRL B- 
4495 (BPA) o Lactobacillus casei 21/1 (BPC) durante el almacenamiento a 25 °C. 

3.2.4 Conclusiones 

Los extractos acuosos pasteurizados de masas madre (po poolish (PP) fermentadas con 

Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495 o Lactobacillus casei 21/1 disminuyeron la tasa de 

crecimiento radial de Penicillium chrysogenum y Penicillium corylophilum. La BAL con mayor 

ac(vidad an(fúngica in vitro fue L. acidophilus. La disminución de la tasa de crecimiento del 

moho está relacionada con la presencia de ácidos orgánicos (principalmente lác(co y 

acé(co). La adición de masas madre (po poolish suplementadas con las bacterias lác(cas 

estudiadas (como cul(vos iniciadores) mejora la vida ú(l del pan. Debido a la 

suplementación de las masas madre en el pan, el volumen específico y la relación ancho/alto 

se vieron afectados, principalmente por los cambios estructurales del gluten generados por 

la ac(vidad enzimá(ca tanto de las enzimas BAL como de las endoenzimas del trigo, así 

como por el pH de las masas madre. 

El pH de los panes adicionados con masas madre fue menor debido a la presencia de 

ácidos orgánicos generados durante la fermentación de las BAL. La ac(vidad an(fúngica del 

pan de masa madre se debe principalmente al ambiente ácido creado por las bacterias ácido 

lác(cas y la producción de sustancias an(microbianas. Estos factores ayudan a inhibir el 

crecimiento de mohos y contribuyen a una vida ú(l más larga del pan de masa madre que 



el elaborado únicamente con levadura de panadería. Para los jueces no entrenados, la 

aceptabilidad general del pan con masa madre no fue la deseada. Sin embargo, los jueces 

semientrenados encontraron que estas hogazas de pan tenían una mejor aceptabilidad 

general debido a su conocimiento de los sabores ácidos caracterís(cos del pan de masa 

madre. La fermentación de la masa madre (ene un doble papel en la conservación ya que 

acumula ácidos orgánicos an(fúngicos y reduce el pH, aumentando así su ac(vidad 

an(fúngica. Por lo tanto, las masas madre poolish estudiadas son un posible sus(tuto de los 

agentes e ingredientes an(fúngicos disponibles comercialmente para las formulaciones de 

pan. 
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3.3 Evaluación de la ac1vidad an1fúngica de extractos acuosos y fracciones proteicas de 

masa madre fermentada por Lac$plan$bacillus plantarum 

Resumen 

En la búsqueda de alterna(vas para conservar los alimentos de forma segura y sostenible, 

la caracterización de ácidos orgánicos, pép(dos y fracciones de proteínas an(fúngicas 

procedentes de fermentaciones de bacterias ácido-lác(cas emerge como una estrategia 

prometedora. Este estudio analiza la capacidad an(fúngica de ácidos orgánicos y fracciones 

proteicas derivadas de masa madre fermentada con Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-

4496. Durante la fermentación heterofermenta(va de la masa de trigo se formaron 

principalmente ácido lác(co (189.17 mM) y ácido acé(co (36.78 mM). Se obtuvieron y 

probaron cuatro fracciones de proteína; la fracción A (PM > 10 kDa) presentó la mayor 

can(dad de proteína, seguida de la fracción B (PM > 30 kDa). Estas fracciones demostraron 

una fuerte capacidad an(fúngica. Los extractos acuosos y fracciones proteicas inhibieron los 

hongos evaluados (>90%); su neutralización e hidrólisis provocaron una disminución 

considerable de la ac(vidad an(fúngica, evidenciando la relación directa entre los ácidos 

orgánicos y las fracciones proteicas. Los compuestos proteicos >30 kDa mostraron una 

fuerte ac(vidad an(fúngica, mientras que las fracciones (PM <30 o <10 kDa) mostraron una 

ac(vidad débil. Estos hallazgos sugieren que las especies proteicas, así como los ácidos 

orgánicos derivados de fermentaciones de masa madre con Lac*plan*bacillus plantarum, 

podrían ser agentes an(fúngicos naturales prometedores para aplicaciones alimentarias, 

contribuyendo a la reducción de conservadores sinté(cos y a la promoción de prác(cas 

sostenibles en la producción de alimentos. 

3.3.1 Introducción 

Los sistemas alimentarios modernos enfrentan obstáculos importantes, como el 

desperdicio, el deterioro y la seguridad de los alimentos, entre muchos otros. Las soluciones 

innovadoras para un sistema alimentario más sólido son una prioridad, mejorando así la 

sostenibilidad en el sector alimentario. La creciente demanda de alimentos sin 

conservadores químicos ha llevado a la comunidad cien/fica a desarrollar formas naturales 

de conservar los alimentos. Por lo tanto, la bioconservación podría considerarse una 



alterna(va al uso de productos químicos porque potencialmente puede aumentar la 

seguridad, la vida ú(l y los valores nutricionales de los alimentos (Bukhari et al., 2020; Luz 

et al., 2017; Muhialdin et al.., 2020; Russo et al., 2017a; Russo et al., 2017b). En los úl(mos 

años, han surgido enfoques de conservación naturales, incluido el empleo de bacterias ácido 

lác(cas (BAL) con propiedades an(fúngicas (Oliveira et al., 2014; Pawlowska et al., 2012). 

Las BAL han recibido el estatus GRAS (generalmente reconocido como seguro) y QPS 

(presunción calificada de seguridad) en los EE. UU. y la UE debido a su larga historia de uso 

seguro en fermentaciones de alimentos y piensos. Por otro lado, las BAL son una fuente 

potencial conocida para generar una variedad de metabolitos secundarios, como 

bacteriocinas, ácidos orgánicos y pép(dos an(fúngicos (Hernández-Figueroa et al., 2023; 

Luz et al., 2017; Shehata et al., 2019) producidos por la ac(vidad metabólica y enzimá(ca 

de las BAL y representan una alterna(va natural a los conservadores químicos (Chavan & 

Chavan, 2011). Diversos estudios han demostrado que los sobrenadantes libres de células 

(SLC) de fermentaciones de BAL (enen una importante capacidad an(fúngica, 

principalmente debido a los ácidos orgánicos (lác(co, acé(co y fenillác(co) (Cortés-Zavaleta 

et al., 2014; Gerez et al., 2013; Hernández-Figueroa et al., 2022). También se han 

iden(ficado en los SFC varios compuestos derivados de proteínas BAL con ac(vidad 

an(fúngica. Muhialdin et al. (2018) informaron que el SLC de cuatro cepas de BAL se some(ó 

a ultrafiltración para purificar los pép(dos de bajo peso molecular <10 kDa, y estos pép(dos 

demostraron una fuerte ac(vidad an(fúngica contra Aspergillus niger, A. flavus, Penicillium 

roquefor*, Euro*um rubrum, Neurospora sitophila, y Rhizopus nigricans. Coda et al. (2008) 

informaron resultados similares para el sobrenadante de BAL de Lactobacillus plantarum 

1A7; estos SLC mostraron una fuerte ac(vidad an(fúngica contra P. roquefor* después de 

la ultrafiltración con tres membranas (50, 30 y 10 kDa) en comparación con el sobrenadante 

no filtrado. Rizzello et al. (2011) obtuvieron resultados similares; estos autores demostraron 

que los extractos solubles en agua/sal obtenidos de la fermentación de masa madre con L. 

plantarum Lb1 tenían una capacidad an(fúngica muy fuerte contra P. roquefor*. 

 



La caracterización de pép(dos/proteínas an(fúngicas para aplicaciones en alimentos 

producidos por fermentación con BAL desempeña un papel vital en la conservación de los 

alimentos, la reducción de los conservadores sinté(cos, la mejora de la seguridad 

alimentaria, el desarrollo de alimentos funcionales y la promoción de prác(cas de 

producción de alimentos sostenibles y ecológicas. Por este mo(vo, este estudio (ene como 

obje(vo analizar la capacidad an(fúngica de ácidos orgánicos y fracciones proteicas 

procedentes de masa madre fermentada con Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496. 

3.3.2 Materiales y métodos 

3.3.2.1 Microorganismos y condiciones de crecimiento 

Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496, Penicillium chrysogenum y P. corylophilum se 

obtuvieron de la colección de cul(vos del Laboratorio de Microbiología de Alimentos de la 

Universidad de las Américas Puebla. La biomasa de Lac*plan*bacillus se obtuvo mediante 

centrifugación (7000 x g durante 25 min a 5 °C) según la metodología reportada por 

(Hernández-Figueroa et al., 2023) u(lizando caldo de Man Rogosa Sharpe (MRS) como 

medio de crecimiento. El (empo y temperatura de incubación fueron 48 h y 35 °C. Los 

mohos se cul(varon en agar papa dextrosa (PDA; Bioxon, BD, Estado de México, México) 

durante 7 días a 25 °C. Las suspensiones de esporas se obtuvieron según Hernández-

Figueroa et al. (2023) y se ajustó a una concentración de ≈104 esporas/ml con solución de 

Tween (0.1%) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). 

3.3.2.2 Preparación de extractos acuosos 

Las masas madre se prepararon según Hernández-Figueroa et al. (2022; 2023) u(lizando 

harina de trigo (11 g de proteína/100 g) y agua potable en proporciones iguales (1:1). Se 

añadió 1 g de biomasa de Lac*plan*bacillus plantarum. Los ingredientes se mezclaron hasta 

obtener una masa homogénea y se fermentaron a 35 °C durante 48 h. Posteriormente, la 

masa madre se centrifugó a 7000 x g durante 25 min a 5 °C (Sorvall ST 8R Thermo Fisher 

Scien(fic, Osterode am Harz, Alemania), y el sobrenadante resultante se filtró a través de 

un filtro de nitrato de celulosa de 0.45 μm (Advantec, MFS, Dublín, CA, USA) para obtener 

el extracto acuoso (EA) que se almacenó a −18 °C hasta su uso. Para determinar la ac(vidad 

an(fúngica, los EA se congelaron a -80 °C durante 24 h (ULTF 80, Arc(ko, Esbjerg, Dinamarca) 



y se liofilizaron a una temperatura de sublimación de 25 °C, una temperatura del 

condensador de -40 °C y una Pabs = 0.0998 mmHg (Labconco, Modelo 77580, Kansas City, 

MO, EE. UU.). 

 Por otro lado, se preparó extracto acuoso de masa madre (PP) pasteurizado (po 

poolish para evaluar la inhibición del crecimiento radial de los mohos. Después de 

centrifugar la masa madre de 48 h, el sobrenadante se separó y se pasteurizó a 100 °C 

durante 1 min. 

3.3.2.3 Determinación de pH, acidez *tulable y ácidos orgánicos 

El extracto acuoso (EA) se caracterizó mediante la determinación del pH y la acidez (tulable 

total (%TTA). El pH se midió siguiendo el método AACC 02-52 mediante inmersión de 

electrodos con un medidor de pH precalibrado (HI 2210 Hanna Instruments, Woonsocket, 

RI, EE. UU.). El %TTA se determinó u(lizando el método AACC 02-31 (AACC, 2000) y se 

expresó como ácido lác(co. Las mediciones se realizaron por triplicado. 

El análisis y cuan(ficación de los ácidos orgánicos (acé(co, lác(co, propiónico, bu/rico y 

piroglutámico) se realizaron mediante cromatogra|a líquida de alta resolución (HPLC), 

según Hernández-Figueroa et al. (2023). Se u(lizó un cromatógrafo Agilent 1260 (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) equipado con un detector de arreglo de diodos (DAD) 

programado para una longitud de onda de 210 nm. De los EA filtrados se tomaron muestras 

con un muestreador automá(co Agilent G1329 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. 

UU.) con un volumen de inyección de 20 μL. La separación de compuestos se realizó en una 

columna Aminex HPX-87H (300 × 7,8 mm) (BIO-RAD, Hercules, CA, EE. UU.) u(lizando una 

solución buffer de fosfato de potasio monobásico (20 mM) (pH 2.4, ajustado con ácido 

fosfórico) como fase móvil isocrá(ca a 0.6 ml/min a temperatura ambiente. Se prepararon 

soluciones estándar de 30 a 400 mM de los ácidos orgánicos para cuan(ficar estos ácidos 

en el los EA. El área del pico para cada solución se correlacionó con la concentración 

u(lizando un modelo lineal. Para los estándares, los coeficientes de correlación (R2) fueron 

>0.98.  

 



3.3.2.4 Fracciones de proteínas, ensayo de proteínas y electroforesis (SDS-PAGE) 

El EA se fraccionó u(lizando el método de Muhialdin et al. (2018) con algunas 

modificaciones. Brevemente, el EA se fraccionó u(lizando tubos de ultrafiltración de 15 ml 

con membrana de celulosa regenerada de 10 kDa (Amicon Ultra-15, Merck Millipore, 

Burlington, MA, EE. UU.) y se centrifugó a 6000 x g durante 15 minutos. La fracción 

resultante >10 kDa se fraccionó nuevamente usando tubos de ultrafiltración de 15 ml de 

membrana de celulosa regenerada de 30 kDa (Amicon Ultra-15, Merck Millipore, Burlington, 

MA, EE. UU.) y se centrifugó a 6000 x g durante 15 min. Finalmente, se obtuvieron y 

evaluaron contra los mohos hongos 4 fracciones de proteína (Peso molecular (PM) > 10 kDa; 

PM < 10 kDa; PM > 30 kDa y PM < 30 kDa). Todas las fracciones de proteínas se liofilizaron 

(Labconco, Modelo 77580, Kansas City, MO, EE. UU.) para evaluar su ac(vidad an(fúngica. 

 La concentración de proteína en cada fracción se cuan(ficó mediante el método de 

ensayo de proteínas Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) u(lizando un 

espectrofotómetro (Mul(skan Sky, Thermo Fisher Scien(fic, Waltham, MA, EE. UU.) con una 

longitud de onda de 595 nm y microplacas de 96 pocillos. Según el manual, se preparó una 

curva estándar de albúmina sérica bovina (2, 1.5, 1, 0.75, 0.5, 0.25, 0.125 mg/ml) (Bio-Rad 

Hercules, CA, EE. UU.). Para los estándares, los coeficientes de correlación (R2) fueron >0.97. 

Tanto para la curva estándar como para las fracciones de proteínas del extracto acuoso, se 

empleó un volumen de 5 μL y se usaron 250 μL del reac(vo colorante (Bio-Rad Hercules, CA, 

EE. UU.). Las mediciones se realizaron por triplicado. 

 Las fracciones de proteínas se detectaron mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). Las fracciones de proteína obtenidas 

se mezclaron con buffer (Tris-HCl 20 mM, pH 8, EDTA 2 mM, SDS al 5 % (p/v), 2-

mercaptoetanol al 0.016 % (p/v) y azul de bromofenol al 0.02 %) en proporción 1: 1, luego 

se calentó a 100 °C durante 5 min. El volumen de análisis (5-20 µl) se ajustó para cada 

fracción para obtener una concentración de ≈20 µg de proteína. Luego, cada fracción de 

proteína se some(ó a electroforesis usando gel de funcionamiento reducido (12%) y gel de 

apilamiento (6%). Se u(lizó la escalera de proteínas sin teñir PageRuler (no. de catálogo 

26630, Thermo Fisher Scien(fic, Waltham, Mass., EE. UU.) como marcador de proteínas 



estándar. El gel cargado se (ñó con azul de Coomassie R250 (Bio-Rad) y el lavado de la 

(nción se realizó con una solución de metanol (10%)-acé(co (10%). Los geles se escanearon 

u(lizando un sistema ChemiDoc XRS (Bio-Rad, EE. UU.) y la densidad y el peso molecular de 

las bandas en los geles se determinaron u(lizando el so{ware Image Lab 4.0 (Bio-Rad, EE. 

UU.). 

3.3.2.5 Inhibición del crecimiento radial de los moho a par*r de extracto acuoso de masa 

madre pasteurizada *po poolish 

El crecimiento radial de los mohos se determinó según Cortés-Zavaleta et al. (2014) con 

algunas modificaciones. Se mezclaron 9.6 g de extracto acuoso de masa madre (PP) (po 

poolish pasteurizado con 0.15 g de base de agar-agar y se añadió agua hasta completar un 

volumen de 100 ml. La mezcla se pasteurizó (100 °C durante 1 min) antes de usarse y se 

ver(ó en placas de Petri (60 x 15 mm) (10 ml por placa). Paralelamente, se prepararon placas 

de control con harina de trigo (9.6 g) y agar-agar (0.15 g) en 100 ml. Para cada moho, cada 

agar-PP o control se inoculó con 5 μL de suspensión de esporas (≈ 104 esporas/placa) en el 

centro de la placa. Se midieron tres puntos del diámetro de la colonia después de 5 días de 

incubación a 25 °C y el porcentaje de inhibición del crecimiento se calculó de la siguiente 

manera: 

%𝐼	 = 	
𝐴" − 𝐴#
𝐴"

	𝑋	100 

Donde Ac es la medida del diámetro medio del control suponiendo un crecimiento circular, 

y At es el diámetro medio de la colonia de moho en el agar de extracto acuoso de masa 

madre (po poolish pasteurizado. 

 Para conocer la naturaleza de los compuestos con posible capacidad an(fúngica, el 

PP fue neutralizado (pH 6.5 con solución acuosa de NaOH al 35%, p/v) (PP-N) y neutralizado 

e hidrolizado (PP-NH) con proteinasa K (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA) siguiendo el 

informe de Arrioja-Bretón et al. (2020). También se evaluó la ac(vidad an(fúngica para cada 

PP (PP-N y PP-NH), como se describe al principio de esta sección. Todas las determinaciones 

se realizaron por triplicado 

 

 



3.3.2.6 Ac*vidad an*fúngica del extracto acuoso y sus fracciones proteicas 

La ac(vidad an(fúngica de las fracciones proteicas se evaluó aplicando un ensayo de 

difusión en agar según el método descrito por Coda et al. (2011). Se inocularon placas de 

Petri de PDA (20 ml) (100 x 15 mm) en el centro de la placa con 10 μl de suspensión de 

esporas (≈ 104 esporas). Las placas se incubaron a 25 °C hasta que se desarrolló la colonia 

micelial (≈ 48 h). Luego, se formaron 4 pocillos alrededor de la colonia de moho. Las 

fracciones de proteína liofilizadas (1 g) se disolvieron en 2 ml de agua esterilizada y se 

agregaron tres volúmenes diferentes (50, 100 y 200 μl) a cada pocillo (6 mm de diámetro). 

En el cuarto pocillo se colocaron 200 μL de agua esterilizada como control. Las placas de 

agar se incubaron durante 48 h a 25 °C. Esta prueba también se aplicó a los EA no 

fraccionados, a los neutralizados y a los que fueron neutralizados e hidrolizados con 

proteinasa K. 

 Las ac(vidades an(fúngicas se determinaron midiendo las zonas de inhibición 

(mm) y la ac(vidad inhibidora se calificó según Rizzello et al. (2011) de la siguiente manera: 

sin inhibición (0 mm), inhibición muy débil (zona clara de 0.5-1.0 mm); baja inhibición (zona 

clara de 1.0-2.0 mm); inhibición fuerte (zona clara de 2.0-3.0 mm) e inhibición muy fuerte 

(zona clara de 3.0-4.0 mm). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. 

3.3.2.6 Análisis estadís*co 

Los resultados se presentan como valores medios y desviaciones estándar y se analizaron 

estadís(camente con Análisis de Varianza (ANOVA). Las comparaciones de pares para los 

valores medios se realizaron con la prueba de Tukey con p <0.05, u(lizando el so{ware 

Minitab 20 (Minitab LLC, State College, PA, EE. UU.). La normalidad de los datos y la 

homogeneidad de las varianzas se evaluaron antes del análisis estadís(co. Se analizó 

estadís(camente el contenido de proteína en las fracciones de proteína obtenidas. También 

se analizaron estadís(camente los efectos del (po de extracto acuoso sobre la ac(vidad 

an(fúngica y las diferencias entre los mohos estudiados, así como los efectos del volumen 

de extracto estudiado o fracciones proteicas sobre la ac(vidad an(fúngica para ambos 

mohos. 

 



3.3.3 Resultados y discusiones 

3.3.3.1 Cuan*ficación de pH, acidez *tulable y ácidos orgánicos 

La Tabla 12 muestra el valor del pH, la acidez (tulable y la concentración de ácidos orgánicos 

en los extractos acuosos. Como se esperaba, el pH fue inferior a 4 y la acidez (tulable fue 

del 1.4% en promedio. Estas observaciones concuerdan con valores reportados (pH 3.90 - 

4.00; TA 1.4 - 1.6%) en diferentes inves(gaciones en las que se ob(enen masas madre 

fermentadas con diferentes cepas de L. plantarum (Hernández-Figueroa et al., 2022; Yin et 

al., 2015). La disminución del pH y el aumento de TA están directamente relacionados con 

la formación de ácidos orgánicos por Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496 durante la 

fermentación heterofermenta(va de la masa de trigo. Esta inves(gación observó que se 

formaron principalmente ácido lác(co (189.17 mM) y ácido acé(co (36.78 mM). Se�anni et 

al. (2013) y Hernández-Figueroa et al. (2022) observaron la formación principalmente de 

ácido lác(co (1.8 – 4 mg/g) y acé(co (0.15 – 0.80 mg/g) en masas madre fermentadas con 

L. plantarum PON100274 y Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496, respec(vamente. 

Tabla 12. Composición fisicoquímica de los extractos acuosos de masa madre suplementada con 
Lac$plan$bacillus plantarum NRRL B-4496 

  Extracto acuoso 

pH 3.80 ± 0.013 

Acidez 0tulable (%) 1.44 ± 0.011 

Ácidos orgánicos (mM) 
 

Ácido lác0co 189.17 ± 2.66 

Ácido acé0co 36.78 ± 1.75 

Ácido propiónico ND 

Ácido bulrico ND 

Ácido piroglutámico ND 

La acidez 7tulable se calculó en porcentaje peso/volumen 
(%p/v) como ácido lác7co. ND: No detectado. 

 
3.3.3.2 Contenido de proteínas y electroforesis de fracciones proteicas del extracto acuoso 

de masa madre 

La Tabla 13 muestra el contenido de proteína de cada fracción (mg/ml) obtenido del EA. La 

fracción A (PM > 10 kDa) presentó la mayor can(dad de proteína (p <0.05), seguida de la 



fracción B (PM > 30 kDa). Las fracciones C y D presentaron el menor contenido de proteína 

(0.22 y 0.05 mg/ml, respec(vamente); ambas fracciones no presentaron diferencia 

significa(va (p > 0.05). Rizzello et al. (2011) determinaron el contenido de proteína en 

extractos solubles en agua/sal obtenidos a par(r de masa madre fermentada con L. 

plantarum LB1, obteniendo valores de ≈ 6 mg/ml. Estos valores son superiores a los 

obtenidos en esta inves(gación; sin embargo, es importante mencionar que Rizzello et al. 

(2011) obtuvieron la masa madre suplementada con germen de trigo, lo que incrementó el 

contenido de proteína. Por otro lado, Coda et al. (2011) determinaron un contenido de 

proteína de aproximadamente 2.4 mg/ml en extractos solubles en agua/sal obtenidos de 

masa madre fermentada con diversas cepas de L. plantarum. Estos resultados concuerdan 

con los obtenidos en esta inves(gación. 

Tabla 13. Contenido de proteína para cada fracción proteica de extractos acuosos de masa madre 
fermentada con Lac$plan$bacillus plantarum NRRL B-4496 

Fracción proteica Contenido de proteína (mg/ml) 

A 2.26 ± 0.20A 

B 1.7 ± 0.19B 

C 0.22 ± 0.02C 

D 0.05 ± 0.01C 

Fracción A (PM > 10 kDa); fracción B (PM > 30 kDa); fracción C (PM < 30 
kDa) y fracción D (PM < 10 kDa). Diferentes letras mayúsculas muestran 
una diferencia significa7va (p < 0.05) en cuanto al 7po de fracción.  

La Figura 12 muestra las diferentes bandas de proteínas con pesos moleculares entre 

10 y 30 kDa obtenidas de las diferentes fracciones del EA. En general, se puede observar que 

el tratamiento de neutralización no afectó el peso molecular de los compuestos proteicos 

de las fracciones (carriles 1-4). Por otro lado, las fracciones A y B presentan bandas proteicas 

importantes de entre 20 y 30 kDa, que presentan una fuerte capacidad an(fúngica (sección 

3.4). Esto concuerda con diversas inves(gaciones en las que se ha observado que las 

bacterias ácido lác(cas (BAL) pueden generar compuestos de naturaleza proteica con 



capacidad an(microbiana. Coda et al. (2008) purificaron compuestos proteicos con 

capacidad an(fúngica formados durante la fermentación de masa madre con L. brevis AM7. 

Entre todas las combinaciones posibles de estos compuestos, la concentración mínima 

inhibitoria (CMI; aproximadamente 0.95 mg/ml) se encontró para una mezcla de los 

pép(dos DPVAPLQRSGPEIP y PHAVAAVPPVLR. Rizzello et al. (2011) encontraron pép(dos 

bioac(vos provenientes de la fermentación de masa madre con L. plantarum LB1 con una 

secuencia de 52 aminoácidos 

(AAAAVFLSLLAVGHCAAADFNATDADADFAGNGVDFNSSDAAVYWG-PWTKAR).



 
Figura 12. SDS-PAGE de las diferentes fracciones proteicas neutralizadas y fracciones proteicas no tratadas obtenidas a par0r de masas madre 
fermentadas con Lac0plan0bacillus plantarum NRRL B-4496. Carriles: MW, peso molecular; 1, fracción D neutralizada (< 10 kDa); 2, fracción A 

neutralizada (>10 kDa); 3, fracción C neutralizada (< 30 kDa); 4, fracción B neutralizada (>30 kDa); 5, fracción D (< 10 kDa); 6, fracción A (> 10 kDa); 
7, fracción C (< 30 kDa); 8, fracción B (>30 kDa). 

 

Fracción proteica neutralizada Fracción proteica sin neutralizar 



3.3.3.3 Inhibición del crecimiento radial a par*r de extracto acuoso de masa madre (PP) *po 

poolish pasteurizado 

La Tabla 14 presenta el porcentaje de inhibición para cada moho en agar PP. Como se puede 

observar, el agar suplementado con PP presentó un porcentaje de inhibición superior al 90% 

para ambos mohos. Por lo demás, se observa que el proceso de neutralización en los 

extractos acuosos del PP tuvo un efecto de reducción significa(vo sobre la ac(vidad 

an(fúngica. El PP-N presentó un porcentaje de inhibición (%I) inferior al 10% para P. 

chrysogenum y para P. corylophilum inferior al 4%. El extracto acuoso neutralizado e 

hidrolizado (PP-NH) presentó un porcentaje de inhibición inferior al 1%, lo que indica que la 

ac(vidad an(fúngica está directamente relacionada con los ácidos orgánicos y compuestos 

proteicos. 

Tabla 14. Porcentaje de inhibición de los mohos a par0r de extracto acuoso de masa madre (PP) 
0po poolish pasteurizado na0vo, PP neutralizado (PP-N) y PP neutralizado e hidrolizado con 

proteinasa K (PP-NH) 

Agar Penicillium chrysogenum Penicillium corylophilum 

PP 91.38 ± 0.07Aa 90.98 ± 0.10Ab 

PP-N 9.65 ± 1.5Ba 3.25 ± 1.10Bb 

PP-NH 0.64 ± 0.61Ca 0.67 ± 0.24Ca 

Diferentes letras mayúsculas muestran una diferencia significa7va (p < 0.05) en cuanto al 7po de 
agar. Diferentes letras minúsculas indican una diferencia significa7va (p < 0.05) en cuanto al 7po 
de moho.  

 Diversos estudios han demostrado la capacidad fungistá(ca de ácidos orgánicos 

como el lác(co, acé(co y fenilacé(co que provocan una reducción del tamaño de las hifas, 

retrasan la esporulación de los mohos y, en algunos casos, provocan lesiones en el micelio 

del moho. (Cortés-Zavaleta et al., 2014; Gerez et al., 2009; Hernández-Figueroa et al., 2023; 

Mani-López et al., 2022). Además, se ha observado que algunas cepas de BAL pueden 

generar compuestos pep/dicos o especies proteicas con capacidad an(microbiana (Arrioja-

Bretón et al., 2020; Chavan & Chavan, 2011). Cizeikiene et al. (2013) observaron que los 

sobrenadantes libres de células neutralizados (pH 6.5) obtenidos de la fermentación de 

caldo MRS con diferentes cepas de BAL (L. sakei y Pediococcus acidilac*ci) retrasaron la 

formación de esporas de diferentes cepas de Aspergillus y Penicillium y una fuerte Inhibición 



contra Fusarium culmorum. De manera similar, Muhialdin et al. (2018) informaron que los 

sobrenadantes de las cuatro cepas de BAL se some(eron a ultrafiltración para purificar los 

pép(dos de bajo peso molecular <10 kDa, y estos pép(dos demostraron una fuerte 

ac(vidad an(fúngica contra A. niger, A. flavus, P. roquefor*, E. rubrum, M. sitophila y R. 

nigricans. Se han realizado inves(gaciones sobre la capacidad de inhibición en el 

crecimiento fúngico que presentan los extractos solubles en agua/sal de masas madre 

fermentadas con diferentes cepas de L. plantarum, demostrando que estos extractos 

presentan una capacidad de inhibición entre el 20-40% para diversas cepas de Penicillium 

(Coda et al., 2011; Rizzello et al., 2011). 

3.3.3.4 Ac*vidad an*fúngica del extracto acuoso de masa madre y sus fracciones proteicas 

Aumentar el volumen de extracto analizado o fracciones de proteína mejora la ac(vidad 

an(fúngica para ambos mohos (Tabla 15). En general, cuando se neutralizaron los EA y las 

fracciones, la capacidad an(fúngica disminuyó (p < 0.05) (Fig. 13). De manera similar, 

cuando se probaron EA y fracciones neutralizantes e hidrolizadas, la ac(vidad an(fúngica se 

perdió por completo (p <0.05) para ambos mohos. Muhialdin et al. (2018) encontraron que 

el tratamiento de los sobrenadantes con enzimas proteolí(cas resultó en una ac(vidad 

an(fúngica parcialmente disminuida en cuatro aislados de BAL (Leuconostoc mesenteroides 

y tres cepas de Lactobacillus plantarum), y esto se atribuyó a la hidrólisis de las proteínas 

an(fúngicas presentes en los sobrenadantes. Según la clasificación propuesta por Rizzello 

et al. (2011), el EA presentó una fuerte inhibición (2.14 – 3.9 mm) contra ambos mohos 

cuando se u(lizaron 50 o 100 μL y una inhibición muy fuerte (7.0 – 7.7 mm) cuando se 

u(lizaron 200 μL. En general, el EA neutralizado (EA-N) presentó una fuerte inhibición (2.20 

– 3.00 mm), y sólo 50 μL del EA-N presentaron una baja ac(vidad (1.59 mm) contra P. 

corylophilum. 

 En general, las proteínas de la fracción A (PM > 10 kDa) y la fracción B (PM > 30 

kDa) presentaron una inhibición muy fuerte contra ambos mohos (Fig. 13-15), y sólo 50 μL 

de la fracción B presentaron una ligera inhibición (1.76 mm) contra P. corylophilum. Rizzello 

et al. (2011) observaron que fracciones de extractos solubles en agua/sal con pesos 

moleculares entre 30 y 50 kDa obtenidos de masas madre fermentadas con L. plantarum 



LB1 mostraron una fuerte inhibición contra P. roquefor*. Las fracciones C (PM < 30 kDa) y D 

(PM < 10 kDa) presentaron una ac(vidad an(fúngica muy débil (0.04-0.89 mm) para ambos 

mohos. Se ha observado que las BAL (enen la capacidad de generar compuestos 

pep/dicos/proteínicos correspondientes a bacteriocinas (po III o IV (plantaricina B y 

plantaricina S) con ac(vidad an(fúngica, muchas de ellas (enen pesos moleculares > 30 kDa 

(Cizeikiene et al., 2013; Coda et al., 2011; Klaenhammer, 1993; Mani-López et al., 2022; 

Rizzello et al., 2011). Todas las fracciones proteicas neutralizadas e hidrolizadas no 

presentaron efecto an(fúngico. Finalmente, las fracciones proteicas contribuyen a la 

ac(vidad an(fúngica, pero para este (po de extracto, la presencia de ácidos (ene una 

influencia importante en la capacidad an(fúngica. Esta sinergia de los ácidos orgánicos y las 

fracciones proteicas bioac(vas en la ac(vidad an(microbiana se ha observado en diferentes 

inves(gaciones (Hernández-Figueroa et al., 2022; Mani-López et al., 2022; Nasrollahzadeh 

et al., 2022). El mecanismo de inhibición de los ácidos orgánicos débiles parece implicar la 

acidificación del citoplasma y la falla de las fuerzas motrices de los protones, probablemente 

debido a la diferente solubilidad dentro de la membrana plasmá(ca entre las formas 

disociadas y no disociadas de tales moléculas (Hernández-Figueroa et al., 2023; Reis et al., 

2012). Por lo demás, el modo de acción de las fracciones proteicas de la masa madre sobre 

los mohos no está del todo aclarado, pero puede depender de muchos factores, como la 

composición de las fracciones y las condiciones de cul(vo, entre muchos otros. Varios 

autores mencionan que el crecimiento de mohos (incluido Penicillium) se inhibe alterando 

su metabolismo (disminución de la germinación de conidias, inhibición del crecimiento 

radial), posiblemente alterando la estructura de las membranas celulares (Coda et al., 2011; 

Li et al., 2021; Liu et al., 2022). Los extractos acuosos obtenidos de masas madre se 

consideran ingredientes de “e(queta limpia” y representan una alterna(va al uso de agentes 

an(fúngicos sinté(cos en productos de panadería. Sin embargo, estas aplicaciones en la 

industria alimentaria están limitadas principalmente por el bajo rendimiento de producción 

de pép(dos an(fúngicos y los altos niveles de concentración mínima inhibitoria (CMI) y el 

pH y cambios sensoriales que los ácidos orgánicos pueden generar en los productos (Thery 

et al., 2019). Una alterna(va es la incorporación de masas madre directamente a la 



formulación de productos de panadería. Se ha observado que la adición de masa madre 

mejora la vida ú(l del pan (Hernández-Figueroa et al., 2023). Sin embargo, se requieren 

diferentes estudios que se centren en los cambios organolép(cos que genera la 

suplementación con masa madre y cómo esto afecta la aceptabilidad del producto. Por este 

mo(vo, el estudio de extractos acuosos como agentes an(fúngicos para productos con 

“e(quetas limpias” es de gran interés para futuras inves(gaciones en la industria 

alimentaria. 

 



Tabla 15. Ac0vidad an0fúngica (mm) de los extractos acuosos (EA) de masa madre fermentada con Lac$plan$bacillus plantarum NRRL-B 4496 y 
sus fracciones proteicas 

 
Penicillium chrysogenum   Penicillium corylophilum 

 
50 μL 100 μL 200 μL 

 
50 μL 100 μL 200 μL 

Control 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 
 

0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

EA 3.11 ± 0.12Ac 3.97 ± 0.18Ab 7.77 ± 0.28Aa 
 

2.14 ± 0.17Ac 3.43 ± 0.19Ab 7.03 ± 0.06Ac 

EA-N 2.27 ± 0.32Bc 2.90 ± 0.03Bb 3.81 ± 0.23Ba 
 

1.59 ± 0.36Ac 2.29 ± 0.23Bb 3.08 ± 0.07Bc 

EA-NH 0 ± 0Ca 0 ± 0Ca 0 ± 0Ca 
 

0 ± 0Ba 0 ± 0Ca 0 ± 0Ca 

Fracción A 2.31 ± 0.09Aax 3.22 ± 0.12Bax 7.06 ± 0.11Aax 
 

3.36 ± 0.06Acx 4.84 ± 0.21Abx 6.98 ± 0.47Aax 

Fracción B 3.00 ± 1.02Aax 4.19 ± 0.2Aax 5.78 ± 0.42Bax 
 

1.76 ± 0.52Bbx 2.67 ± 0.82Bbx 6.49 ± 0.50Aax 

Fracción C 0.12 ± 0.03Bax 0.17 ± 0.07Cax 0.89 ± 0.16Cax 
 

0.05 ± 0.05Cbx 0.17 ± 0.07Cbx 0.44 ± 0.13Bax 

Fracción D 0.07 ± 0.05Bax 0.07 ± 0.04Cax 0.13 ± 0.03Dax 
 

0.04 ± 0.02Cbx 0.13 ± 0.02Cax 0.17 ± 0.03Bax 

Fracción A-N 0.34 ± 0.11Acy 0.86 ± 0.08Aby 3.47 ± 0.13Aay 
 

0.12 ± 0.03Aby 0.11 ± 0.03Aby 0.15 ± 0.08Aby 

Fracción B-N 1.60 ± 0.62Bbxy 1.70 ± 0.78Bby 4.68 ± 0.55Bay 
 

1.19 ± 0.48Bax 1.21 ± 0.3Bay 2.47 ± 0.40Bay 

Fracción C-N 0 ± 0Cay 0 ± 0Cay 0 ± 0Cay 
 

0 ± 0Cbx 0 ± 0Cay 0 ± 0Cby 

Fracción D-N 0 ± 0Cax 0 ± 0Cax 0 ± 0Cax 
 

0 ± 0Cbx 0 ± 0Cay 0 ± 0Cby 

Fracción A-NH 0 ± 0z 0 ± 0z 0 ± 0z 
 

0 ± 0z 0 ± 0y 0 ± 0y 

Fracción B-NH 0 ± 0y 0 ± 0z 0 ± 0z 
 

0 ± 0y 0 ± 0y 0 ± 0y 

Fracción C-NH 0 ± 0y 0 ± 0y 0 ± 0y 
 

0 ± 0x 0 ± 0y 0 ± 0y 

Fracción D-NH 0 ± 0x 0 ± 0x 0 ± 0x   0 ± 0x 0 ± 0y 0 ± 0y 

EA: extracto acuoso; extracto acuoso neutralizado de EA-N; y extracto acuoso hidrolizado y neutralizado de EA-NH. Fracción proteica A (PM > 10 kDa); fracción B (PM 
> 30 kDa); fracción C (PM < 30 kDa) y fracción D (PM < 10 kDa). N fracción proteica neutralizada; Fracción proteica neutralizada e hidrolizada con NH. Diferentes letras 
mayúsculas muestran una diferencia significa7va (p < 0,05) en cuanto al 7po de tratamiento. Diferentes letras minúsculas indican una diferencia significa7va (p < 
0,05) con respecto al volumen del extracto. x, y y z indican una diferencia significa7va (p < 0,05) con respecto al tratamiento de la fracción. 



 
Figura 13. Zonas de inhibición de Penicillium corylophilum y P. chrysogenum con el extracto acuoso (EA) (200 μL). A - control (Tween 0.1 %); B - EA 

neutralizado (EA-N); C - EA na0vo y D - EA neutralizado e hidrolizado. 

 
 
 
 
 



 
 

 
Figura 14. Zonas de inhibición de Penicillium corylophilum de las diferentes fracciones proteicas (200 μL). A) fracción D (PM < 10 kDa); B) fracción 

C (PM < 30 kDa); C) fracción B (PM > 30 kDa); y D) fracción A (PM > 10 kDa). 

 
 
 
 
 



 
 
 
 

 
Figura 15. Zonas de inhibición de Penicillium chrysogenum de las diferentes fracciones proteicas (200 μL). A) fracción D (PM < 10 kDa); B) fracción 

C (PM < 30 kDa); C) fracción B (PM > 30 kDa); y D) fracción A (PM > 10 kDa). 

 



3.3.4 Conclusión 

El extracto acuoso y las fracciones proteicas de masa madre fermentadas con 

Lac*plan*bacillus plantarum NRRL B-4496 presentaron una importante ac(vidad 

an(fúngica contra Penicillium chrysogenum y Penicillium corylophilum con una inhibición 

radial superior al 90%. La fracción proteica (>30 kDa) mostró una fuerte ac(vidad 

an(fúngica, mientras que las fracciones (PM <30 o <10 kDa) mostraron una ac(vidad débil. 

La ac(vidad an(fúngica está relacionada con una sinergia entre los ácidos orgánicos (lác(co 

y acé(co) y compuestos proteicos formados durante la fermentación de la masa. El uso de 

masa madre para obtener compuestos an(fúngicos a par(r de BAL representa una ventaja 

en costos y seguridad alimentaria frente al uso de medios de cul(vo específicos como MRS. 

El extracto acuoso an(fúngico obtenido en este estudio representa una alterna(va 

ecológica a los compuestos conservadores sinté(cos para su uso posterior en la industria de 

la panificación. Sin embargo, los principales desa|os son el rendimiento de producción de 

compuestos pep/dicos, el estudio de técnicas de purificación adecuadas y el proceso de 

regulación de la seguridad alimentaria por parte de organismos internacionales para su uso 

como adi(vo. 
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5. Conclusiones y recomendaciones 

Los extractos acuosos proveniente de fermentaciones de masas madre 3po poolish con 

diferentes especies de bacterias ácido-lác1cas presentan una capacidad an3fúngica 

importante contra mohos caracterís3cos del deterioro de los productos de panificación.  

Los extractos acuosos obtenidos a par3r de la fermentación de masas madre con la 

especie Lac1plan1bacillus plantarum presentó la mayor capacidad an3fúngica contra los 

mohos estudiados, seguido de los extractos obtenidos con Lactobacillus acidophilus.  

En general la capacidad an3fúngica de los extractos acuosos se debe a la presencia 

de dos ácidos orgánicos (ácido lác3co y ácido acé3co). Por otra parte, se observó la 

presencia de compuestos de naturaleza proteica en los extractos acuosos de masas madre 

fermentadas con Lac1plan1bacillus plantarum que actúan de manera sinérgica con los 

ácidos orgánicos en contra del crecimiento de los mohos estudiados.  

La adición de masas madre 3po poolish a la formulación del pan mejoran la vida de 

anaquel del producto de manera significa3va y por esta razón, este 3po de masas podrían 

ser una alterna3va para la obtención de compuestos an3fúngicos naturales que sus3tuyan 

a los tradicionalmente u3lizados en la industria de panificación.  

Como recomendaciones para trabajos futuros se pueden evaluar los efectos de 

mezclas de diferentes cepas de bacterias ácido-lác3cas sobre el efecto an3fúngico de los 

extractos acuosos o las masas madre 3po poolish tanto en las pruebas in vitro como en 

productos de panificación. Las aplicaciones se podrían ampliar a productos parcialmente 

horneados ya sea refrigerados o congelados.  

Dado los hallazgos obtenidos en esta tesis se recomienda evaluar el efecto de 

algunos ingredientes que favorezcan la producción de ácidos orgánicos y/o fracciones 

proteicas al fermentar masas 3po poolish con alguna cepa de Lactobacillus de la que se 

tenga información relevante sobre sus metabolitos an3microbianos y poder ampliar y 

op3mizar el uso de los extractos acuosos y masas madre. 



De igual forma, el estudio sobre el efecto de la adición de masas madre o sus 

extractos sobre las propiedades fisicoquímicas tanto de la masa como en pan es de suma 

importancia para el desarrollo industrial de las masas madre y su beneficio en la industria 

de panificación.  

  



5. Evidencias de productos 

Se presentan evidencia de los siguientes productos 

Hernández-Figueroa, R.H.; Mani-López, E.; López-Malo, A. An@fungal Capacity of Poolish-

Type Sourdough Supplemented with Lac$plan$bacillus plantarum and Its Aqueous Extracts 

In Vitro and Bread. An$bio$cs2022, 11, 1813. hQps://doi.org/10.3390/an@bio@cs11121813 
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Antifungal Capacity of Poolish-Type Sourdough Supplemented

with Lactiplantibacillus plantarum and Its Aqueous Extracts

In Vitro and Bread
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Abstract: This study aimed to evaluate the antifungal capacity of the aqueous extracts (AE) of
poolish-type sourdoughs fermented with Lactiplantibacillus plantarum NRRL B-4496 on broth, agar,
and bread. The aqueous extracts were obtained by centrifugation and separating the supernatant
from the poolish sourdoughs once the fermentation time had ended. The aqueous extracts in-
hibited 80% of the growth of Penicillium chrysogenum and Penicillium corylophilum and <20% of
Aspergillus niger in broth. The AEs delayed the radial growth rate and increased the lag time for the
three molds tested. The addition of poolish-type sourdoughs inhibited fungal growth in bread for
ten days. The extracts’ fungistatic capacity was primarily attributed to lactic and acetic acids and
probably the antifungal peptides occurring in the AE. The L. plantarum sourdough is an alternative to
calcium propionate as an organic antifungal agent.

Keywords: Lactiplantibacillus plantarum; sourdough; antifungal activity; poolish-type

1. Introduction

Nowadays, the demand for organic and synthetic additive-free foods has led to the
search for natural antimicrobial alternatives. Regarding bakery products, consumers want
bread free of synthetic additives. However, bread has a short shelf life due to the growth of
molds [1,2]. Sourdoughs result from the fermentation of cereal flour with lactic acid bacteria
(LAB) and/or yeast, commonly used as an ingredient in the manufacture of bread [3]. There
are different types of sourdoughs, including poolish-type sourdoughs (Type II) which are
the result of the inoculation of a flour-water mixture with different types of LAB and the
addition or not of Saccharomyces cerevisiae. LAB are microorganisms commonly isolated
from sourdoughs and are important due to their organic acid production, among other
compounds. The fermentation of these sourdoughs occurs at temperatures above room
temperature and typically lasts from one to three days [4]. The use of sourdough in
manufacturing bakery products is a possible antimicrobial alternative since, for many years,
and traditionally, sourdough has been used in bread making for improving organoleptic
properties such as flavor, color, and texture.

The process of lactic acid fermentation in sourdoughs depends directly on the type of
fermenting microorganism. The LAB isolated in these doughs can be classified according
to the glycolytic reactions carried out in the glycolysis metabolic pathway as homofermen-
tative and heterofermentative [5]. Some studies have shown that during the fermentation
of sourdoughs, heterofermentative LAB produced lactic acid, acetic acid, ethanol, and CO2.
Moreover, the LAB present in the sourdoughs have proteases, peptidases, and amino acid
converting enzymes which break down the proteins of cereals to produce compounds with
bioactive properties such as bacteriocins [6]. Different studies have shown that organic
acids such as acetic, lactic, and phenyllactic acids have an antimicrobial effect and, in some
cases, an antifungal effect [6–8].

Antibiotics 2022, 11, 1813. https://doi.org/10.3390/antibiotics11121813 https://www.mdpi.com/journal/antibiotics
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A B S T R A C T   

This study aims to evaluate the antifungal capacity and chemical properties of the aqueous extracts (AE) obtained 
from the fermentation with Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495 or L. casei 21/1 of wheat flour (poolish-type 
sourdough). The antifungal activity of poolish-type sourdoughs was tested against bread spoilage molds (Peni-
cillium chrysogenum, and P. corylophilum) in vitro and bread. In addition, the physicochemical and sensory 
properties of bread formulated with the poolish-type sourdoughs were assessed. The AEs were obtained by 
separating the poolish supernatant at the end of fermentation (24, 48, or 72 h). Adding L. acidophilus or L. casei 
affects the sourdoughs’ pH and titratable acidity (TA), wherein the poolish added with L. casei presented a lower 
pH and higher acidity. HPLC identified mainly lactic acid in a concentration between 1 and 2% for the sour-
doughs fermented with L. acidophilus, while for the poolish fermented by L. casei, lactic acid (1–2%) and acetic 
acid were identified (0.1–0.2%). Concentrations between 25 and 50% of AEs decreased the radial growth rate of 
P. crysogenum and P. corylophilum; in particular, the AEs obtained with L. acidophilus showed an effect on the 
growth of both molds. Bread added with sourdoughs fermented with Lactobacillus had an increase in shelf life 
compared to bread without them. There was an effect of the addition of poolish sourdoughs on the bread’s 
physicochemical, quality, and sensory properties. But, incorporating L. acidophilus NRRL B-4495 or L. casei 21/1 
into poolish-type sourdoughs can be an alternative as natural antifungal agents, useful for the bakery industry.   

1. Introduction 

Bread is a food product with a relatively short shelf life that is mainly 
affected by two phenomena; the staling of bread, where a series of 
physicochemical reactions occurring induce losses in quality (Bárcenas 
& Rosell, 2005; Torrieri et al., 2014), and the second related to fungal 
growth in the product, this being the one that generates the most eco-
nomic losses. It has been estimated that the economic losses related to 
mold growth in bakery products can represent 11%, which depends on 
the region and product type (Garcia et al., 2019). 

For many years, calcium propionate has been used as an antifungal 
agent in loaves of bread; however, there is a current trend in reducing 
the use of synthetic preservatives (Samapundo et al., 2017). A possible 
solution to the fungal deterioration of bread is using sourdoughs as part 
of the formulation, as it has been shown to improve the product’s shelf 
life (Demirbaş et al., 2017; Hernández-Figueroa et al., 2022; Luz et al., 
2019). Sourdoughs are fermented dough by lactic acid bacteria (LAB) 
and/or yeasts that have been used for many years as an ingredient that 
improves the sensory characteristics of bread. Sourdoughs are classified 

into four types depending on their making process (Chavan & Chavan, 
2011). Type I and IV are sourdoughs that require long fermentation 
(more than four days), and the microorganisms responsible for fer-
menting these doughs are typical of wheat flour. Type II dough is 
intentionally inoculated with LABs and/or yeasts. Their fermentation 
takes up to 3 days, making them suitable for large-scale use in the baking 
industry (Chavan & Chavan, 2011). It has been shown that during the 
lactic acid fermentation of sourdoughs, various compounds such as 
organic acids and peptides with antimicrobial capacity are produced 
(Gerez et al., 2009, 2013; Luz et al., 2017). The literature reports that the 
former compounds can retard the in vitro growth of typical molds of 
bread spoilage (Cizeikiene et al., 2013; Gerez et al., 2009, 2013; Rizzello 
et al., 2011). The antifungal capacity of sourdoughs produced by lactic 
fermentation depends to a large extent on the type of LAB used; since 
those compounds and acids produced, in addition to lactic acid, can 
contribute to the antifungal capacity (Mani-López et al., 2022). 

Similarly, it has been observed that adding poolish-type sourdoughs 
fermented with LAB to bakery products retards mold growth and im-
proves their shelf life (Hernández-Figueroa et al., 2022; Luz et al., 2019). 
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A B S T R A C T   

In the search for sustainable alternatives to preserve food safety, the characterization of organic acids, peptides, 
and antifungal protein fractions from lactic acid bacteria fermentations emerges as a promising strategy. This 
study analyzes the antifungal capacity of organic acids and protein fractions derived from sourdough fermented 
with Lactiplantibacillus plantarum NRRL B-4496. During the heterofermentative fermentation of the wheat dough, 
lactic acid (189.17 mM) and acetic acid (36.78 mM) were mainly formed. Four protein fractions were obtained 
and tested; fraction A (MW > 10 kDa) presented the highest amount of protein, followed by fraction B (MW > 30 
kDa). These fractions demonstrated strong antifungal capacity. Aqueous extracts and protein fractions inhibited 
the evaluated fungi (>90 %); their neutralization and hydrolysis caused a considerable decrease in antifungal 
activity, evidencing the direct relationship between organic acids and protein fractions. Proteinaceous com-
pounds >30 kDa showed strong antifungal activity, while fractions (MW < 30 or < 10 kDa) showed weak ac-
tivity. These findings suggest that protein species, as well as organic acids derived from sourdough fermentations 
with Lactiplantibacillus plantarum, could be promising natural antifungal agents for food applications, contrib-
uting to the reduction of synthetic preservatives and the promotion of sustainable practices in food production.   

Introduction 

Modern food systems face significant hurdles such as food waste, 
spoilage, and security, among many others. Innovative solutions for a 
more robust food system are a priority, enhancing sustainability in the 
food sector. The growing demand for reducing the addition of chemical 
preservatives has led the scientific community to develop natural ways 
of preserving food. Therefore, bio-preservation could be considered an 
alternative that can potentially increase foodstuffs’ safety, shelf-life, and 
nutritional values (Bukhari et al., 2020; Luz et al., 2017; Muhialdin 
et al., 2020; Russo et al., 2017a, 2017b). In recent years, eco-friendly 
preservative approaches have emerged, including employing lactic 
acid bacteria (LAB) with antifungal properties (Oliveira et al., 2014; 
Pawlowska et al., 2012). LABs have received GRAS (Generally Recog-
nized As Safe) and QPS (Qualified Presumption of Safety) status in the 
US and EU due to their long history of safe use in food and feed fer-
mentations. LABs are a potential source for generating a variety of 
secondary metabolites, such as bacteriocins, organic acids, and anti-
fungal peptides (Hernández-Figueroa et al., 2023; Luz et al., 2017; 
Shehata et al., 2019) produced by their metabolic and enzymatic 

activity, being a natural alternative to chemical preservatives (Chavan 
and Chavan, 2011). 

Various studies have shown that cell-free supernatants (CFS) from 
LAB fermentations have significant antifungal capacity, primarily due to 
organic acids (lactic, acetic, and phenyllactic) (Cortés-Zavaleta et al., 
2014; Gerez et al., 2013; Hernández-Figueroa et al., 2022). Also, various 
LAB-protein-derived compounds with antifungal activity have been 
identified in CFS. Muhialdin et al. (2018) reported that CFS from four 
LAB strains, purified by ultra-filtration to get low molecular peptides <
10 kDa, demonstrated strong antifungal activity against Aspergillus niger, 
A. flavus, Penicillium roqueforti, Eurotium rubrum, Neurospora sitophila, 
and Rhizopus nigricans. Coda et al. (2008) reported similar results for 
LAB supernatant from Lactobacillus plantarum 1A7; these CFS showed 
strong antifungal activity towards P. roqueforti after ultra-filtration with 
three membranes (50, 30, and 10 kDa) compared with non-filtrated CFS. 
Rizzello et al. (2011) demonstrated that water/salt-soluble extracts from 
sourdough fermentation with L. plantarum Lb1 had a strong antifungal 
capacity against P. roqueforti. 

Characterizing antifungal peptides/proteins in foods fermented with 
LAB allows for accurately identifying sustainable and eco-friendly 
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Antimicrobial activity and applications of
fermentates from lactic acid bacteria – a review

Ricardo H. Hernández Figueroa, Aurelio López-Malo and Emma Mani-
López *

Fermentates are complex mixtures containing inactivated or viable lactic acid bacteria (LAB) cells, growth

metabolites, and culture medium compatible with different food applications, offering a cost-effective

and practical alternative to LAB cell-free supernatants (CFS). Contrariwise to CFS, in fermentates, the

bacteria in the growth medium are commonly inactivated to be used directly. Despite their commercial

availability in the food industry, limited research has explored their antimicrobial potential. This review

summarises the current knowledge regarding the antimicrobial activity of fermentates, both in vitro and

in food applications. Furthermore, the paper discusses fermentates' physicochemical and sensory effects

in foods. Studies indicate that commercial fermentates, applied at low concentrations (<2%), laboratory-

produced fermentates at 10%, and sourdoughs at 20–30%, demonstrate effective antimicrobial

properties. Notably, the reviewed literature suggests that fermentates minimally impact food products'

physicochemical and sensory attributes. The antimicrobial activity of fermentates and their potential to

replace chemical preservatives, together with their practical and cost-effective nature, contribute

positively to sustainability in food production by reducing dependence on selective media and improving

the quality of final products and their applicability in diverse food industries.

Sustainability spotlight

The most common antimicrobial agents used in foods, such as benzoates, sorbates, and propionates, are produced with signicant environmental impacts.
Additionally, some synthetic antimicrobials are linked to human health problems. This review exposes the use of fermentates from lactic acid bacteria (LAB) as
alternative antimicrobials. Fermentates are complex mixtures from the fermentation of LAB containing inactivate cells, metabolites, and culture medium.
Fermentates' sustainability comprises free waste, natural production, safe use, “clean label”, and the possibility of using the food's by-products as the substrate
for their production. Adequate fermentate development could improve the use of sustainable antimicrobials.

Introduction
Fermentation is one of the fundamental technologies of
modern industrial biotechnology that supports food, water,
environment, energy, and medicine, among other applications.
Microorganisms are utilised as microbial factories1 to produce
food ingredients at high yields with a lower environmental
impact. Throughout the centuries, fermented foods and bever-
ages have played a crucial role in the evolution of culinary
traditions, offering abundant nutrients and advantages. The
fermentation process preserves food, extends its shelf life, and
generates valuable bioactive compounds.2 Optimising fermen-
tation processes by carefully choosing suitable microorganisms
and fermentation media enables the production of functional
ingredients, such as enzymes, vitamins, additives, and antimi-
crobials, with less environmental impact. The selection of

microorganisms and media can also inuence the efficiency
and yield of production, thus reducing the resources required
and the waste generated, resulting in sustainable technologies.
When produced by conventional industrial methods, such as
mass extraction or organic synthesis, these ingredients are
oen environmentally unsustainable.3

Food processors and consumers oen prefer using natural
antimicrobials from fermentation processes, as they are
considered more natural and label-friendly alternatives to using
chemicals such as propionates, sorbates, or benzoates.4–8

Natural food preservation additives using bioprotective cultures
could be an alternative to chemical preservatives.7 Cell-free
supernatants (CFS) from lactic acid bacteria (LAB) have been
widely studied as antimicrobials since they contain the metab-
olites derived from fermentation and/or secondary microbial
products from metabolism.1 CFS from several LAB have
demonstrated their efficacy as antimicrobials against bacteria
and fungi.9

Depending on the fermentation medium used, CFS from
lactic acid bacteria can be included in the food formulation,
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Abstract: Sourdough is a key component in traditional and artisanal bread making. It imparts unique
flavors and textures to bread, which are highly sought after by consumers. The use of sourdoughs to
prepare bakery products has been researched for more than 30 years, and accumulated research shows
the performance of sourdoughs as an alternative to improve the organoleptic characteristics of bread
and its shelf life. The purpose of this review is to present an overview of the research carried out on
the use of sourdoughs from lactic acid bacteria and their benefits in the quality characteristics of bread,
as well as to present relevant and recent information on the use of sourdoughs and their aqueous
extracts for the preservation of bakery products. Also, the advances in the identification of antifungal
compounds have been revised. In general, it has been shown that incorporating sourdoughs into
the bread formulation positively impacts the product’s flavor and helps slow down the bread’s
aging process and spoilage. Also, it has been observed that the bioactive compounds formed by
lactic acid bacteria (LAB) during sourdough fermentation and their extracts have an antimicrobial,
especially antifungal, capacity that significantly helps increase bread’s shelf life. Studying sourdough
as part of fermentation processes and product development is essential to improve bread production’s
quality, diversity, and sustainability, and to advance our understanding of the science behind this
food tradition.

Keywords: sourdough; lactic acid bacteria; bread quality; antifungals; shelf life

1. Introduction
Bread is one of the most consumed fermented foods in the world and is an important

part of the food base of many countries [1]. In general, bread is a product made by
baking a dough previously fermented with yeast and, in some types of bread, other
micro-organisms that give it the important characteristics and quality attributes of this
product. However, fresh bread has a short shelf life, governed mainly by physicochemical
alterations known as aging and mold growth on the product’s surface. To improve the
shelf life of bakery products, the baking industry has used the incorporation of synthetic
additives and antimicrobial agents, which have been shown to have the ability to reduce
both the aging process of bread and the growth of molds on the surface of baking products.
However, consumer demand for natural products or products without synthetic additives
has generated the search for new “natural” alternatives that help replace these synthetic
additives and maintain the shelf life of bread [2,3].

One of the oldest ways of bread leavening is sourdough fermentation, converting cereal
flour into attractive, tastier, and more digestible products [1,4]. An alternative approach that
has attracted the attention of the scientific community in recent years is the use of sourdough
to leaven various bakery products, as well as to incorporate it into the formulation of
other products, which creates research opportunities in the use of sourdoughs and their
fermentation products with very diverse applications and approaches [1,5]. An alternative
that has attracted attention in recent years is to use sourdough together with baker’s yeast

Fermentation 2024, 10, 7. https://doi.org/10.3390/fermentation10010007 https://www.mdpi.com/journal/fermentation
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Health Benefits of Consuming Foods with Bacterial Probiotics, 
Postbiotics, and Their Metabolites: A Review 
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Abstract: Over the years, probiotics have been extensively studied within the medical, pharmaceu-
tical, and food fields, as it has been revealed that these microorganisms can provide health benefits 
from their consumption. Bacterial probiotics comprise species derived from lactic acid bacteria 
(LAB) (genus Lactobacillus, Leuconostoc, and Streptococcus), the genus Bifidobacterium, and strains of 
Bacillus and Escherichia coli, among others. The consumption of probiotic products is increasing due 
to the current situation derived from the pandemic caused by COVID-19. Foods with bacterial pro-
biotics and postbiotics are premised on being healthier than those not incorporated with them. This 
review aims to present a bibliographic compilation related to the incorporation of bacterial probiot-
ics in food and to demonstrate through in vitro and in vivo studies or clinical trials the health ben-
efits obtained with their metabolites and the consumption of foods with bacterial probiotics/postbi-
otics. The health benefits that have been reported include effects on the digestive tract, metabolism, 
antioxidant, anti-inflammatory, anticancer, and psychobiotic properties, among others. Therefore, 
developing food products with bacterial probiotics and postbiotics is a great opportunity for re-
search in food science, medicine, and nutrition, as well as in the food industry.  

Keywords: food; bacterial probiotics; postbiotics; lactic acid bacteria; health benefits 
 

1. Introduction 

Probiotics are defined as microorganisms that, when consumed in adequate doses or 
concentrations, can benefit the consumer’s health [1]. Zucko et al. [2] noted that the bene-
fits of probiotics range from the relief of gastrointestinal disorders to help the treatment 
of allergies, obesity, depression, bacterial vaginosis, and the improvement of the gastro-
intestinal tract, among many others. Currently, a wide variety of microorganisms are con-
sidered bacterial probiotics, of which a considerable portion belongs to the group of lactic 
acid bacteria (LAB), mainly of the genus Lactobacillus, Leuconostoc, and Streptococcus [3,4]. 
In addition, other non-LAB microorganisms are also considered bacterial probiotics, in-
cluding some species of bifidobacteria, Bacillus, and Escherichia coli, among others [4]. Fig-
ure 1 shows selected species that could be considered probiotics; however, the strain level 
should also be checked for specific health benefits. 

Due to the recent COVID-19 pandemic, there has been concern about improving 
health wellbeing and avoiding the spread of the virus. Hence, society began to consume 
foods that could raise the immune system. Since foods with probiotics can contribute to 
health (including the immune system), there has been an increase in demand for these 
products. As a result, the global probiotics market in 2022 was 68.56 billion USD. Still, this 
value is estimated to increase to 133.92 billion USD by 2030, due to the high consumption 
of probiotic products triggered by the pandemic [5]. 
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Introduction

Microorganisms such as bacteria, yeasts, molds, and microalgae have gained much impor-
tance, and food science and technology used them in factories to obtain different products 
such as vitamins, antibiotics, pigments, enzymes, among others. Some of these have health 
and nutrition benefits, likewise techno-functional properties which could be used in order to 
design new food products or for enhancement existing foodstuff. In addition to this, in the 
last years there is a demand for safe and healthy foods replacing synthetic food additives 
due many of them have shown side effects for human health. In this sense, many micro-
bial metabolites require approval from the legislative authorities in order to guarantee the 
safety of them and their use as food additives. Different legislative authorities such as the 
United States Food and Drug Administration (FDA), the European Food Standards Authority 
(EFSA), and The World Health Organization (WHO) have recognized the negative effects of 
synthetic food coloring agents, for this reason many studies have carried out to study pig-
ments as microbial metabolites that can be used as natural ingredients into a food, likewise 
due color plays a significant role in the food production, different microbial pigments have 
been approved by organizations as the European Union (Sen, Barrow, & Deshmukh, 2019).

Also, microbial production is recognized as an alternative to obtain biopolymers that can 
be used as texturizing agents; many of them are used (or could be used) as stabilizer agents 



Par5cipaciones en congresos 

La@n food 2022. An@fungal capacity of extracts from poolish-type sourdoughs fermented 

with Lb. plantarum against the growth of spoilage bread molds. 

 
  

 

Antifungal capacity of extracts from poolish-type sourdoughs 
fermented with Lb. plantarum against the growth of spoilage 

bread molds 

Hernández-Figueroa, R.1*, Lopez-Malo, A.1, Mani-López, E. 
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Abstract  

The current increase in the demand for additive-free food products, natural antimicrobial 
agents have risen as new alternatives. Even bakery products have not been the exception 
as consumers search for clean labels on these products. However, bread presents several 
disadvantages when compared with other food products. For example, it has a limited shelf 
life due to the growth of several molds. A way to extend the shelf life of bread is using the 
aqueous extracts (AE) of sourdoughs, as it has been shown that these extracts can 
decrease the growth of several molds that can cause bakery products spoilage [1][2]. 
Additionally, during the fermentation of sourdoughs, compounds like organic acids and 
peptides are generated, which also possess antimicrobial effects [3]. Therefore, the 
objective of this study was to evaluate the inhibitory capability of the AE obtained from 
poolish-type sourdoughs fermented with Lactobacillus plantarum in the growth of A. niger, 
Penicillium chrysogenum and P. corilophylum. Besides, the effect of different times of 
fermentation (24, 48, and 72 hours) were analyzed. The incorporation of Lb. plantarum to 
sourdoughs significantly affected (p<0.05) the pH and titratable acidity. There was a 
decrease in pH, while the acidity increased, indicating the production of different organic 
acids. Acetic and lactic acid were identified through High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) at concentrations ranging from 0.1 to 0.2% and 1 – 2 %, 
respectively. However, there was no significant difference (p>0.05) in the sourdough’s pH 
and titratable acidity when different fermentation times were analyzed. Concentrations 
between 20 and 33 % of AE slowed the growth of the analyzed molds, with A. niger 
presenting the greatest resistance. In conclusion, the incorporation of Lb. plantarum to 
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Resumen  
La incorporación de extractos obtenidos de masas madre fermentadas con bacterias ácido lácticas (BAL) 
pueden ser una alternativa viable para el reemplazo de los antimicrobianos sintéticos comúnmente 
utilizados en la industria de la panificación. La generación de ácidos orgánicos por parte de las BAL 
durante la fermentación de las masas ha mostrado tener capacidad para disminuir el crecimiento de 
distintos mohos en pan. Por esta razón, el objetivo de la presente investigación fue evaluar la capacidad 
antifúngica y la producción de ácidos orgánicos producidos durante la fermentación de masas madre con 
dos lactobacilos diferentes (Lactobacillus acidophilus o L. casei 21/1). En general, los extractos acuosos 
obtenidos de las masas madre presentaron una capacidad fungistática disminuyendo de manera 
significativa la velocidad de crecimiento de los mohos estudiados. La capacidad fungistática de los 
extractos se atribuyó principalmente a los ácidos láctico y acético formados durante la fermentación de la 
masa madre. 
  
Introducción 
En países de Europa por muchos años y de manera tradicional, se ha utilizado la incorporación de masas 
madre para la elaboración de pan, ya que esta mejora algunas de las características organolépticas del pan, 
como el sabor, color, olor y textura. Las masas madre o masas agrias (sourdough), son el resultado de 
fermentaciones que ocurren de manera espontánea cuando harinas de diferentes granos (trigo y/o cebada) 
se mezclan con una cantidad considerable de agua, y en condiciones favorables se promueve el 
crecimiento de microorganismos, en específico de levaduras y BAL propias de las harinas. Se ha 
demostrado que, durante estas fermentaciones, se generan compuestos que presentan un efecto 
antimicrobiano, por ejemplo ácidos orgánicos (ácido acético, láctico y fenil-láctico), dipéptidos cíclicos, 
ácidos grasos y ácidos derivados de péptidos y bacteriocinas [1-3]. Además, se ha investigado el uso 
directo de masa madre fermentada en la formulación de pan como método para retardar el crecimiento de 
microorganismos causantes de deterioro. Luz et al. [1] demostraron que la adición de masa madre 
adicionada con suero de leche y fermentada con Lactobacillus plantarum CECT 749 y L. bulgaricus 
CECT 4005 a la formulación del pan aumentó la vida útil del pan en 2 y 4 días, respectivamente. Por esta 
razón, el objetivo de esta investigación fue analizar la capacidad que tiene las masas madre inoculadas 
con L. acidophilus o L. casei 21/1 y sus extractos acuosos para inhibir el crecimiento de mohos en el pan 
y de esta manera mejorar la vida útil del producto, así como sus características fisicoquímicas. 
 
Metodología  
Para la preparación de las masas madre se utilizaron las cepas L. acidophilus y L. casei 21/1 obtenidas del 
cepario de la UDLAP previamente reactivadas en caldo MRS durante 24 horas. La masa madre se preparó 
a partir de una formulación estándar utilizando harina de trigo refinada (contenido de proteína de 11.1 
g/100 g) y agua a partes iguales (1:1) y 1% (p/p) del sedimento de células húmedas de L. acidophilus o L. 
casei 21/1. Las masas madre fueron fermentadas a tres distintos tiempos (24, 48 y 72h). Aspergillus niger, 
Penicillium chrysogenum y P. corylophilum se obtuvieron del cepario de la UDLAP. Los mohos se 
cultivaron en agar PDA durante 7 días a 25 °C. Luego, se vertieron 5 ml de una solución estéril de Tween 
80 (0.4 % p/v) sobre la superficie de cada cultivo de moho y se agitó suavemente durante 2 min para 
favorecer la recolección de las esporas. El número de esporas se ajustó a 104 esporas/mL. Para la 
determinación de pH se utilizó un potenciómetro Hanna Instruments (HI 2210) y el método 02-52 de la 
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Health Effects of Metabolites from Probiotic Bacteria
Subjects: Food Science & Technology

Contributor: Victor E. Vera-Santander, Ricardo H. Hernández-Figueroa, María T. Jiménez-Munguía, Emma Mani-López, Aurelio López-

Malo

Probiotics have been extensively studied within the medical, pharmaceutical, and food fields, as it has been revealed that

these microorganisms can provide health benefits from their consumption. Bacterial probiotics comprise species derived

from lactic acid bacteria (LAB) (genus Lactobacillus, Leuconostoc, and Streptococcus), the genus Bifidobacterium, and

strains of Bacillus and Escherichia coli, among others. The growth of bacterial probiotics is involved in fermentation, which

metabolizes the nutrients of the medium and produces a wide variety of metabolic compounds. Probiotics are defined as

microorganisms that, when consumed in adequate doses or concentrations, can benefit the consumer’s health. 

Keywords: probiotic bacteria ; metabolites ; health effects

1. Introduction

The growth of bacterial probiotics is involved in fermentation, which metabolizes the nutrients of the medium and

produces a wide variety of metabolic compounds. Metabolites from bacterial probiotics have been studied as they may be

the main cause of positive effects on consumer health . Most bacterial probiotics belong to the LAB group, which

primarily synthesizes lactic acid from carbohydrate fermentation . Bacterial probiotics excrete secondary metabolites

such as organic acids, short-chain fatty acids, enzymes, peptides, teichoic acids, peptidoglycans, exopolysaccharides

(EPSs), vitamins, plasmalogens, neurotransmitters, biosurfactants, amino acids, and flavonoid-derived compounds such

as desaminotyrosine, equol daidzein, noratirriol, terpenoids, and phenolic compounds, among others . Figure 1 shows

a diagram of the health effects that have been studied concerning bacterial probiotic metabolites. Various components

have been investigated, including short-chain fatty acids (SCFAs), bacteriocins, enzymes, teichoic acids, EPSs, vitamins,

plasmalogens, and biosurfactants.

Figure 1. Diagram of health benefits of metabolic compounds of probiotic bacteria.

2. Short-Chain Fatty Acids

SCFAs are the main metabolites produced by the fermentation of intestinal bacteria; these compounds are produced from

the fermentation of non-digestible carbohydrates (prebiotics) by the intestinal microbiota . The SCFAs primarily

produced are acetate, propionate, and butyrate. The metabolic pathways of acetate are very diverse and depend on the

type of bacteria, while the synthesis of propionate and butyrate depends on a specific substrate . Gill et al. 

[1]

[2]

[3][4]

[5]

[6] [7]
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Sourdough and Its Effect on Bread Properties
Subjects: Food Science & Technology

Contributor: Ricardo H. Hernández-Figueroa, Emma Mani-López, Enrique Palou, Aurelio López-Malo

Sourdough is a key component in traditional and artisanal bread making. It imparts unique flavors and textures to bread,

which are highly sought after by consumers. Accumulated research shows the performance of sourdoughs as an

alternative to improve the organoleptic characteristics of bread and its shelf life. 

Keywords: sourdough ; lactic acid bacteria ; bread quality ; antifungals ; shelf life

1. Introduction

Bread is one of the most consumed fermented foods in the world and is an important part of the food base of many

countries . In general, bread is made by baking a dough previously fermented with yeast and, in some types of bread,

other microorganisms that give important characteristics and quality attributes to this product. However, fresh bread has a

short shelf life, governed mainly by physicochemical alterations known as aging and mold growth on the product’s

surface. To improve the shelf life of bakery products, the baking industry has used the incorporation of synthetic additives

and antimicrobial agents, which have been shown to have the ability to reduce both the aging process of bread and the

growth of molds on the surface of baking products. However, consumer demand for natural products or products without

synthetic additives has generated the search for new “natural” alternatives that help replace these synthetic additives and

maintain the shelf life of bread .

One of the oldest ways of bread leavening is sourdough fermentation, converting cereal flour into attractive, tastier, and

more digestible products . An alternative approach that has attracted the attention of the scientific community in recent

years is the use of sourdough to leaven various bakery products, as well as to incorporate it into the formulation of other

products, which creates research opportunities in the use of sourdoughs and their fermentation products with very diverse

applications and approaches . An alternative that has attracted attention in recent years is to use sourdough together

with baker’s yeast to produce bread at an industrial level and have the benefits of its incorporation in the formulation .

For many years, sourdoughs have been used in the European and Western regions to make bread  since it has been

observed that incorporating them helps maintain the product’s organoleptic characteristics and delays the growth of molds

on the product’s surface. This fermented dough has a complex microbiome that mainly includes lactic acid bacteria and

yeasts . It has been shown that during the formation of sourdoughs, compounds such as organic acids, peptide

compounds, and exopolysaccharides are formed, which help maintain the shelf life of the product, preserving the quality

characteristics of the bread and reducing the rate in the growth of molds on bread surface . Likewise, in recent

years, the ability of aqueous extracts from fermented sourdoughs to inhibit the growth of the main molds that spoil bread

has been demonstrated, thus generating promising alternatives as natural antimicrobials in bakery products 

.

Bread is highly perishable due to its composition, leading to a quality decline from physicochemical and microbiological

changes after baking. Post-baking cooling results in moisture loss, affecting crumb and crust texture. Over time, starch

retrogradation and moisture loss increase hardness. Mold growth on the bread surface poses a significant economic

challenge for the baking industry .

Molds proliferate easily in bread because it is rich in carbohydrates (70–80 g carbohydrates/100 g bread), with water

activity values between 0.94–0.97 and pH values around 6, which are optimal conditions for mold growth. Contamination

of bakery products with mold spores, which are naturally found in the bakery environment, has been shown to occur after

the baking process, during cooling, slicing, and packaging of the product, these last stages being the determinants to

define the microbiological quality of these products .

Penicillium and Aspergillus are common molds that cause bread spoilage due to their ability to thrive in diverse conditions,

produce numerous spores, and exist in the environment. Notable species include Penicillium roqueforti, P. paneum, P.
corylophilum, P. chrysogenum, and others, leading to blue-green spots on bread. Aspergillus species such as A. chevalieri

[1]

[2][3]

[1][4]

[1][5]

[6]

[7]

[4]

[3][8][9][10][11]

[11][12][13][14]

[15]

[16]
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