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Resumen

Siendo los productos horneados un constituyente esencial en la mayoria de las
poblaciones, su mejoramiento y fortificacion puede ser considerada como una forma
efectiva para la elaboracion de productos saludables y de alta calidad.

La intensidad de la transformacion de un alimento puede impactar en diferentes
propiedades este en si, como en su composicibn molecular y también en diferentes
propiedades relacionadas con la salud para el consumidor. Como un ejemplo, en pan
francés tradicional, se ha demostrado el impacto del tiempo de horneo en la produccion
de metabolitos de la reaccion de Maillard, revelando diferentes propiedades sensoriales
y la modulacion de sub-especies en la microbiota intestinal que conducen a un potencial
impacto en la salud.

El objetivo principal fue el de crear diferentes modelos de pan francés modulando
las condiciones de fermentacién: Temperatura (25°C y 35°C) y Fuentes de Carbono
(Sacarosa y Maltosa). Modulando estos parametros se quiere analizar como cambian
propiedades Sensoriales (Perfil del Sabor), Textura TPA, Color y Fisicoquimicas (%
proteina, % cenizas, % Grasa, % Carbohidratos). En los experimentos realizados se
evidencié que el aumento de la temperatura (4°C, 22°C y 35°C) de fermentacién significa
una reduccioén en la dureza y densidad final del producto, sin embargo, para el incremento
de melanoidinas se requiere de una temperatura 6ptima de fermentacién, en el caso de
los experimentos fue de 22°C. También se evidencia una disminucién de dureza y
densidad a medida que se incrementan las concentraciones de lavadura (3%, 2% y 1%).

Palabras clave: Reaccion de Maillard, melanoidinas, dureza, resiliencia,

cohesion.



Abstract

Since baked goods are an essential constituent in most populations, their
improvement and fortification can be considered as an effective way to produce healthy
and high-quality products.

The intensity of the transformation of a food can impact on different properties of
the food itself, on its molecular composition and also on different health-related properties
for the consumer. As an example, in traditional French bread, the impact of baking time
on the production of metabolites of the Maillard reaction has been demonstrated,
revealing different sensorial properties and modulation of sub-species in the microbiota
intestinal leading to a potential impact on health.

The main objective was to create different models of French bread by modulating
the fermentation conditions: Temperature (25°C and 35°C) and Carbon Sources (Sucrose
and Maltose). By modulating these parameters, we want to analyse how Sensory
properties (Flavour Profile), TPA Texture, Colour and Physicochemical properties change
(% protein, % ash, % Fat, % Carbohydrates). In the experiments done it is demonstrated
that the increase on fermentation temperature (4°C, 22°C y 35°C) means a reduction on
hardness and density of the product, however, for the incrementation of melanoidins it is
required an optimum fermentation temperature, in the case of the experimentation was
22°C. Also, it is demonstrated that the Hardness and density is reduced when the yeast

concentration gets increased (3%, 2% y 1%).

Keywords: Maillard reaction, Melanoidins, Hardness, resilience, cohesiveness.



Introduccién
Conceptos béasicos y generalidades de panificacion
La mezcla de masa es el proceso que inicia la aireacion de la masa ya que el
gluten forma una red que atrapa y retiene las burbujas de aire para la inflacion por el gas
de dioxido de carbono de la fermentacion de la levadura. Para hacer una estructura de
pan aireado es necesario procesar los granos de trigo en otra forma méas adecuada

(harina)(Cauvain, 2003).

Ingredientes basicos de pan:

* Harina (14.5% de humedad, 13% de proteina, 0.55% de ceniza, pH 5.7 - 6.1).
(Zanoni et al. 1993)

La harina de trigo tiene cantidades considerables de sabores de pigmentos como
Tricin y Xanthophyles, pero carece de carotenos que producen colores amarillentos en
los alimentos (Mondal & Datta, 2007). Para Baguette tradicional hay dos tipos deseados
de harina de trigo; T 65y T 55. La razén por la que se elige este tipo de harina se debe
al contenido adecuado de almidén y proteina en el que el gluten retiene la cantidad

necesaria de producto de CO, en la fermentacién por levadura (The Fresh Loaf, 2017).

* Agua, este ingrediente puede variar de acuerdo con la formulacién que varia del
50 al 75%. Sin embargo, en el pan francés, se usa del 65 al 68% del agua. Cuanta mas

cantidad de agua se usa, mas burbujas de CO2 se producen y mas gruesa es la miga.

» Sal 2%. Algunos autores sugieren que la mayoria de las férmulas de pan

artesanal tienen este porcentaje de sal (Laine, 2014; Mondal & Datta, 2007; Yu et al.,



2019). Ademas del aporte de sabor, se agrega sal para fortalecer el gluten y convertir la
accion de la levadura para una expansion controlada de la masa (Mondal y Datta,

2007)(Mondal & Datta, 2007).

* 1 a 4% de levadura. Segun las caracteristicas deseadas en el pan, el porcentaje
de levadura puede variar entre el 1% y el 4%, algunos estudios sugieren que aumentar
la concentraciébn de compuestos aromaticos (Birch, Petersen, Arneborg, & Hansen,
2013). La fermentacion es causada por Saccharomyces Cerevisiae, a pesar de que se
han estudiado muchas otras cepas de levaduras como T. delbruecki y S. Bayanus que
producen buenas cantidades de CO,, cualidades sensoriales especiales como sabores
a nuez y frutales (Alsankooshi et al., 2016). Las S. Cerevisiae aun son las preferidas y
predominantes en la industria de la panaderia debido a la rapida produccion de
metabolitos y la facil estandarizacion (Alsankooshi et al., 2016). La fermentacion es un
proceso complejo, sin embargo, podemos resumirlo diciendo que los azUcares de
fermentacion se convierten en CO,, etanol, que posteriormente se evapora en la etapa

de coccién.

Tecnologia/ métodos de horneado

El proceso de homogeneizacion de los ingredientes en el pan podria tratarse como
una mezcla, sin embargo, el amasado es otro término utilizado en la panaderia y no solo
se refiere al proceso de homogeneizacion sino también al desarrollo de la masa (gluten)
(Cauvain, 2003). Existen 3 métodos principales de homogeneizacion en la fabricacion de

pan:
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* Primer método (directo): también llamado método de masa recta donde la mezcla
de ingredientes se realiza en un solo paso.

* Segundo método (esponja, método de masa / masa madre): la mezcla de
ingredientes se realiza en dos pasos. El agente de fermentacion se prepara durante el
primer paso haciendo una premezcla de levadura y una cierta cantidad de agua con
harina y se deja reposar durante un tiempo especifico y luego esta mezcla se agrega con
el resto de los ingredientes.

» Tercer método (Método Chorleywood): todos los ingredientes se mezclan con

una velocidad ultra alta mezclada durante varios minutos (Cauvain, 2003).

Propiedades del pan y tecnologia

Hay muchas propiedades con respecto al pan, estas propiedades funcionan como
pardmetros medibles para caracterizar el pan y determinar su calidad. Entre estas
propiedades encontramos: Humedad, volumen; densidad aparente, porosidad, densidad
aparente, calor especifico de Cp, conducta térmica, difusién térmica, conductividad
térmica y permeabilidad, tiempo de desarrollo de absorcion, tiempo de estabilidad de la
masa, gluten himedo y nimero de caida, entre otros (Purlis, 2010). La calidad y la vida
atil de un producto horneado se ven afectadas por el tiempo y la temperatura, y muchas
de las propiedades mencionadas se analizan para determinar la calidad del pan (Mondal

& Datta, 2007).

Fermentacion

Se cree que un tiempo de fermentacién mas largo da como resultado pan con un

aroma mas agradable, aunque solo se han realizado pocos estudios en esta area. Se ha
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descubierto que el desarrollo del aroma en la miga de pan depende de la concentracién
de levadura, la etapa de mezcla y el tiempo de fermentacién (Birch, Petersen, & Hansen,
2013). El aumento de la temperatura acelera la fermentacion de azucares (Roussel &
Chiron, 2002). Ademas, se descubrié que el aumento de la temperatura tiene un aroma

significativo en la corteza de las baguettes (Birch, Petersen y Hansen, 2013).

Se considera que una temperatura de fermentacion éptima debe ser de alrededor
de 27 ° C y el pH 6ptimo para la actividad de la levadura se encuentra entre 4.5y 6, y
dado que el pH del pan se encuentra entre 5.6 y 5.7 (Roussel & Chiron, 2002). La
levadura podria tener condiciones 6ptimas en términos de pH. Los compuestos de aroma
identificados en la miga de pan fermentado se derivan principalmente del metabolismo
de la levadura y de la oxidacion de los lipidos de la harina (Birch, Petersen y Hansen,
2013). Mientras que, en la corteza, los compuestos aromaticos provienen de reacciones
de Maillard que ocurren a altas temperaturas y baja actividad de agua entre azucares
reductores y aminoacidos (Purlis, 2010). Algunos estudios (Birch, Petersen, & Hansen,
2013) muestran que aumentar la concentracidbn de levadura provoca una mayor
formacion de la mayoria de los compuestos aroméaticos (2-metil-1-propanol, 2-feniletanol,
fenilacetaldehido, 2,3-butanodiona, acetato de etilo, etil 3- metilbutanoato, etil hexanoato,
etil octanoato y feniletil acetato) formados a partir de la actividad fermentativa de la
levadura. El fenilacetaldehido y el 2, 3-butanodiona son los mas importantes de estos
compuestos. Dependiendo de la temperatura de fermentacion, podria haber diferentes
resultados con respecto a los compuestos aromaticos(Ameur, Mathieu, Lalanne,

Trystram, & Birlouez-Aragon, 2007).
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(Birch, Petersen, Arneborg, et al., 2013) en su estudio encontraron que el aumento
de la temperatura de fermentacion de 5 ° C a 15 o 35 ° C aumenta la concentracion de
los productos de oxidacién de lipidos 1-heptanol, hexanal, heptanal , octanal, decanal y
2-pentilfurano. Mientras que la disminucion de la temperatura de fermentacion a 5 ° C
aumento la formacion de los tres ésteres acetato de etilo, hexanoato de etilo y octanoato

de etilo en aroma agradable.
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Materiales y Métodos
Proceso tradicional de elaboracién del pan francés

Se utilizé el siguiente protocolo para la muestra comparativa estandar; La masa
de pan se prepard usando harina T65, agua (68%), sal (1,8%), levadura (3%) como
agente leudante. Todos los materiales, excepto la levadura, se mezclaron durante 1
minuto a 15 rpm y luego se dejaron en reposo durante 10 minutos con el objetivo de
inducir la autdlisis en la masa. Después de este tiempo, se afiadid la concentracion de
levadura correspondiente y la velocidad de mezcla se incrementd a 40 rpm en 6 minutos.
La etapa de mezcla finaliza aumentando la velocidad a 70 rpm durante otros 6 minutos.

La masa es colocada en una caja especial para fermentar, esta a su vez se coloca
en la camara de fermentacién (camara de fermentacién panimatic) a 22 ° C y con una
humedad relativa del 70% de fermentacién durante 1 hora y 15 minutos. Después de los
tiempos especificados, la masa se dividio en porciones de 100 g y ambos lotes entraron
en una segunda fermentacién mientras conservaban la temperatura y la humedad
relativa, esta vez durante 55 minutos.

Después de la segunda fermentacién, el lote paso por el proceso de coccion en
un horno convectivo / conductor (WIESHEU). Los gases dentro del horno estaban a una
temperatura de 220 y la superficie donde se encuentran las muestras estaba a una
temperatura de 210 por 30 minutos, después del tiempo de coccion, las muestras se

dejaron enfriar durante aproximadamente 30 minutos.

Analisis de perfil de textura (TPA)
Después de tener las muestras frias, se aleatorizaron las muestras construyendo

una tabla en “Excel” y con la ayuda de este software, el cual asigné un numero especifico



14

para cada una de las muestras ubicadas en las bandejas de horneo, se eligieron 9
muestras aleatorias del lote de acuerdo al software y se cortaron horizontalmente con un
grosor de 2.5 mm, estas se almacenaron en bolsas "zip-loc" para evitar posibles
alteraciones del ambiente en las muestras. Las muestras se analizaron Texturémetro
(TA. XT.plus) bajo las siguientes condiciones; Una deformacion del 50%, sonda P35, un

peso de 5 Kg y una altura de 5 mm por encima de la muestra.

Analisis de densidad

Para el andlisis de densidad, se tomaron nueve muestras completas y se usé un
sistema de microestabilizador laser (volscan profiler 600) el cual por medio de la toma
del peso de la muestra y el volumen tomado por su sistema laser, el sistema fue capaz
de calcular la densidad de cada muestra, adicionalmente el equipo también construia

una imagen de cada muestra por medio del laser.

Andlisis de melanoidina

Se propuso un método semicuantitativo para cuantificar la concentracion de
malanoidinas en las muestras (Helou, Niquet-Léridon, Jacolot, Gadonna-Widehem, &
Tessier, 2016). Como el protocolo de extraccion no tuvo en cuenta la fraccion insoluble
de melanoidinas, las melanoidinas solubles en agua extraidas se usaron como un
indicador de las melanoidinas totales en la corteza del pan. Se suspendieron 0,5 g de
corteza de pan pulverizado en 4,5 ml de agua ultrapura y se mezcl6é durante 10 minutos.
Las suspensiones se centrifugaron a 10000 x g durante 10 minutos a 4 ° C (DL-5Y
centrifugue machine) y el sobrenadante se filtr6 usando una membrana de nylon (0,22

m). Los extractos se inyectaron en un sistema HPLC Surveyor acoplado a un detector
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PDA y un detector de fluorescencia (ThermoFisher Scientific, Courtaboeuf, Francia). La
separacion se realiz6 con un tampon fosfato (0,5 M) que contenia 0,15 M de sulfato de
sodio (pH 7,0) a un flujo de elucidn isocratica a 0,6 ml / min utilizando una columna KW
-802.5 5 5300 x 8 mm, 5 m, 400 A) acoplado a una columna previa (50 x 6 mm, 7 m)
(Shodex, Munich, Alemania). La deteccion se realiz6 a una longitud de onda de 350 a
430 nm. Se uso una calibracion de peso molecular externo estandar para determinar el
peso molecular usando diferentes proteinas o péptidos (PM 0,5 a 17 kDa). La deteccién
se realizé a 280 nm. El grupo de picos cerca del tiempo de retencién de 20 minutos
correspondiente a un peso molecular entre 1 y kDa se utilizé para la interpretacion de los

resultados.
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Resultados

Efecto de la temperatura sobre las propiedades reoldgicas y la concentracion de
melanoidina

El efecto de las diferentes temperaturas utilizadas en los experimentos se evalué
mediante la medicion de la dureza (Newtons), la cohesion y la resistencia. La Figura 1
muestra un aumento del 48.7% en la dureza en el lote fermentado a 4 ° C comparando
el estandar, mientras que el lote fermentado a 35 ° C demostré tener la dureza mas baja
de todas las pruebas. Los datos obtenidos por el TPA se corroboraron con el analisis de

densidad realizado en cada muestra.

Dureza (N)

llustracién 1
Influencia de la temperatura en la dureza del pan (A). Analisis de densidad (B). La
muestra estandar corresponde a 22 ° C; 3% de levadura; 1h 15 minutos de fermentacién
inicial. 35 ° C; 3% de levadura; 1 h 15 min de fermentacion inicial para la segunda barra

y para la tercera 4 ° C; 3% de levadura; 15 horas de fermentacion inicial.

En la cuantificacién de las melanoidinas se observa que la produccion mas éptima
de las mismas se realizé en condiciones de fermentacion estandar, es decir, a 22 ° C. La

Tabla 1 muestra el efecto de la temperatura sobre la concentracion final de melanoidinas.
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Tabla 1 Concentracion de melanoidinas solubles en agua en la corteza del pan a

diferentes temperaturas de fermentacion inicial.

Materia Fluorescencia
Muestra T°C seca (%) UA2 /g DM
22°C;
Corteza 3%Y; 1h 632669,9
15mins 22°C 86,4 5416,5
35°C;
3%Y; 1h 475716,8
15mins 35°C 83,4 1659,0
4°C;
3%Y; 1h 457482,4 +
15mins 4°C 85,7 17504,2

a Fluorescencia UA, cuente el area por minuto en gramos de materia seca en la

muestra. Fluorescencia de melanoidina soluble en agua.

Efecto de la concentracion de levadura sobre las propiedades reolégicas y la
concentracion de melanoidina.

La concentracion de levadura demostré afectar las propiedades reoldgicas, lo que
indica que al aumentar la cantidad de levadura; La dureza del pan se reduce. En
condiciones de formulacion estandar (3%), se encontr6 la dureza mas baja (11.8 N),
mientras que las otras concentraciones obtuvieron resultados muy similares sin
diferencias significativas con respecto al parametro de resiliencia, se observé que no
habia mucha diferencia en sus resultados, se puede predecir un comportamiento
decreciente en la cohesion del pan y adicionalmente se observa un incremento en la
densidad del pan a medida que se reduce la concentracién de levadura. La Tabla 2

muestra los resultados obtenidos para la reologia del producto.
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Tabla 2 Cambios reoldgicos influenciados por la concentracion de levadura.

Condiciones
22C; 22C; 22C;
3%Levadura; 2%Levadura; 1%lLevadura;
Muestra 1h15mins 1h 15mins 1h15mins
Concentracion
de levadura (%) 3 2 1
11,783 + 14,595 15,003
Dureza (N) 1,085 +1,971 +0,742
0,809 + 0,797 +
Cohesion 0,809+0,003 0,008 0,005
0,485 + 0,470 + 0,461 +
Resiliencia 0,007 0,008 0,005
Densidad 277,628 + 317,592 358,803
(Kg/m3) 7,228 + 7,797 + 8,980

La cohesibn y la resistencia resultan ser dimensionales, ya que son indices.

Para las melanoidinas, se observa que cuanto mayor es el porcentaje de levadura,
mayor es la concentracién de melanoidinas en la corteza del pan. La concentracion mas
baja de melanoidinas se encontrd en un porcentaje de levadura al 1%, con una diferencia
del 22,483% del pan estandar. La Figura 2 muestra la concentracion de melanoidinas

con respecto al porcentaje de levadura en la formulacién.
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Efecto de la concentracion de Levadura
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Concentracion de levadura

llustracion 2

De izquierda a derecha son las siguientes condiciones de fermentacién: pan
estandar 22 ° C, 3% de levadura, 1 h 15 min. Primera fermentacion; 22 ° C, 2% de
levadura, 1 h 15 min primera fermentacién; 22 ° C, 1% de levadura, 1 h 15 min primera

fermentacion.

Efecto del tiempo de fermentacién sobre las propiedades reoldgicas y la

concentracién de melanoidinas

Las propiedades reoldgicas no cambiaron significativamente para el pan estandar
y los tiempos de fermentacion en 45 minutos. Durante el tiempo de 15 horas de
fermentacién se observo un cambio de 48.78% y 23.99% con respecto a la fermentacion
estandar, para los parametros de cohesion y resiliencia el cambio no fue significativo.
Debe tenerse en cuenta que, para el primer experimento de fermentaciéon de 15 horas,
también se modificé la temperatura en la camara de fermentacion, por esta razén vale la
pena tener en cuenta este parametro al interpretar los resultados, ya que sugieren que
se modificd mas por la temperatura utilizada en la camara de fermentacion que en el
primer tiempo de fermentacion. La Tabla 3 muestra el comportamiento de las

propiedades reoldgicas frente al primer tiempo de fermentacion.
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Tabla 3 Cambios reoldgicos influenciados por el primer tiempo de fermentacion.

Condiciones

22°C; 22°C; 4°C;

3%Levadura;lh 3%lLevadura; 3%Levadura;

Sample 15mins 45mins 15h
Tiempo de 1h 15

fermentacion mins 45 mins 15h
11,783 + 12,675 22,981
Dureza (N) 1,085 + 1,003 + 2,035
0,809 + 0,813 + 0,787 +
Cohesién 0,003 0,006 0,011
0,485 + 0,483 + 0,450 +
Resiliencia 0,007 0,007 0,013
Densidad 277,628 285,232 365,265
(Kg/m?3) +7,228 + 3,997 + 9,530

La cohesion y la resistencia resultan ser adimensionales, ya que son indices. Para

el parametro de fermentacion de 15 horas, la temperatura también se modulé a 4 ° C.

Para las melanoidinas, se observa que la condicién 6ptima para su produccion era
bajo condiciones de fermentacidén estandar. La condicion estandar obtuvo un 28% mas
gue los otros dos experimentos que no variaron significativamente de la concentracion

de melanoidinas encontradas en la corteza del pan. La Figura 3 muestra los cambios en
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la concentracion de melanoidinas en el pan con respecto al momento de la primera

fermentacion.

Efecto del tiempo
700000 oo

600000
500000 455483 457482
400000
300000

200000

Fluorescencia UA / g DM

100000

O 1h 15mins 45 mins 15h

llustracion 3

De izquierda a derecha se encuentran las siguientes condiciones de fermentacion:
pan estandar 220C, levadura al 3%, 1h 15 min. Primera fermentacion; 22 ° C, 3% de
levadura, 45 minutos de primera fermentacion; 4 ° C, 3% de levadura, 15 h primera

fermentacion.

Andlisis estructural de la miga.

En nuestro estudio, aunque no se realizé una medicion de los alvéolos en la miga,
si se hizo un registro fotografico de este que muestre el comportamiento de la
fermentacion que tuvo lugar en cada una de las condiciones de fermentacion, lo que
combinado con la densidad del analisis reoldgico sugiere que a 35°C se dio la mejor
fermentacién hablando en términos de produccién de CO2,. la figura 4 muestra los
alvéolos formados en cada experimento, mientras que La figura 5 muestra el
comportamiento generalizado de todas las condiciones juntas en términos de dureza y

densidad.
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llustracion 4

S335° C, 3% de levadura, 1 h 15 min; S435 ° C, 3% de levadura, 45 minutos; S5
22 ° C, 1% de levadura; 1h 15mins; S6 22 ° C, 2% de levadura, 1 h 15 min; S7 35 ° C,
1% de levadura, 1 h 15 min; S8 35 ° C, 2% de levadura, 1 h 15 min; S9 35 ° C, 2% de
levadura, 1 h 15 min; S122 ° C, 3% de levadura, 1 h 15 min; S2 22 ° C, 3% de levadura,
45 minutos; S9 4 ° C, 1% de levadura, 15 h; S10 4 ° C, 2% de levadura, 15 h; S114 ° C,
0,5% de levadura, 15 h; S12 4 ° C, 3% de levadura, 15 h; S13 25 ° C, 1% de levadura,

5% LAB 45 minutos. En el S13 se utilizé la bacteria del acido lactico.
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El comportamiento general de todas las condiciones de fermentacion se puede
observar en la figura 5.

Dureza (N)
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8 8
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- 288
Y —
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% % —
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llustracion 5

Comportamiento general para todas las condiciones de fermentacion modulada.
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Conclusion

La dureza disminuye con el aumento de la temperatura de fermentacion.

La dureza disminuye con el aumento de la concentracién de levadura.

Como no habia tantas modulaciones en el tiempo como otros parametros, el
efecto del tiempo en la dureza tiene que estudiarse mejor incluyendo intervalos de tiempo
MAas representativos para determinar una variacion.

La temperatura de fermentacion parece tener un impacto relevante en la formacién
de melanoidinas, siendo a 22°C la condicién 6ptima para la formacion de melanoidinas
en este estudio.

El tiempo de fermentacién también parece tener un impacto en la produccién
Optima de melnoidina, en el estudio este tiempo pertenece al experimento estandar de 1

hora y 15 minutos de la primera fermentacion.
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