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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del tiempo y temperatura de
fermentacion utilizando masa madre, sobre la textura, la tasa de digestion in vitro del
almidén y la biodisponibilidad proteica en el pan de trigo. Se elaboraron panes
fermentados con masa madre que contenia una densidad de 9.15 + 0.06 log de UFC/g
de bacterias &cido lacticas (BAL) y 5.23 + 0.07 log de UFC/g de levaduras durante
diferentes horas y temperaturas (4,6, 8 ha 25°Cy 16 h a 4 °C), a su vez se elaboro
un pan fermentado con levadura comercial por 1:30 h a 25 °C para ser utilizado como
control. Los panes se almacenaron por 0, 2 y 4 dias. El andlisis de perfil de textura
(TPA) se vio afectado por el tiempo de fermentacion en todos los parametros
presentando valores mas altos de dureza (0.991 £ 0.18), cohesion (0.641+ 0.07),
masticabilidad (0.515 + 0.05), resiliencia (0.340 + 0.06) y elasticidad (0.821 £ 0.0) para
las muestras de 8 h de fermentacion con masa madre en comparacion con el pan
control (0.043 £+ 0.00; 0.587 + 0.04; 0.012 + 0.00; 0.288 + 0.44; 0.459 + 0.04)
respectivamente; por otro lado, la variable tiempo de almacenamiento repercutié en un
incremento en la dureza, masticabilidad y elasticidad al dia 4 de almacenamiento. La
cohesion y elasticidad son considerados parametros de calidad que presentaron
aumento a las 8 h de fermentacion. Los panes de masa madre presentaron una
disminucién de luminosidad L* en comparacion con el pan control, mostrando un
cambio de color mayor en la muestra fermentada por 8 h (16.78 + 0.84) desde el dia 0
de almacenamiento. El porcentaje de digestibilidad de proteina (IVPD) increment6
1.33% alas8 hy 2% alas 16 h comparado con el pan control. Se presenté degradacion
en las bandas proteicas por electroforesis a las 4, 6, y 16 h. Se obtuvo correlacion
positiva entre IVPD y horas de fermentacion (r=.924, p<0.05). El AR incremento entre
0.56% a 0.92% en panes de masa madre durante el almacenamiento, mayor al
incremento en el pan control (0.36%) Los panes de masa madre presentaron mayor
retrogradacion y cristalinidad principalmente en la fermentacion de 8 h (19.69 %). El
tiempo de fermentacion con cultivo de masa madre mejoré los parametros de textura,
la disponibilidad de proteina in vitro y almidon, por otro lado, el almacenamiento

incremento el AR y la cristalinidad.



I. INTRODUCCION

El trigo es el segundo cereal mas importante en la alimentacion de los mexicanos, su
consumo per capita en México es de 57.5 kg y constituye el 40% del total del gasto en
los hogares mexicanos ((SAGARPA, 2017). Su composicion nutricional ha sido objeto
de estudio en los ultimos afios destacando su aporte en vitaminas del complejo B y
minerales (Moreno et al., 2001). Comparado con otros cereales como el arroz y el maiz
aporta un mayor contenido de proteina, aproximadamente 12 g por cada 100 g,
también esta compuesto en gran parte por carbohidratos solubles (almidén), minerales
y fibra (FAO, 2021; Ponzio, 2011). Entre sus principales usos se encuentra el de
panificacion, en la industria nacional el 63% del trigo es utilizado para la elaboracién
de pan (Alvarado et al., 2011).

El pan es considerado un alimento tradicional y constituyente basico de la alimentacion
a nivel mundial (Mesas & Alegre, 2002; Calvo-Carrillo et al., 2020). En México se ha
reportado un consumo per capita de 33 kg/afio (CANAINPA, 2022), ya que existe una
amplia gama tanto de panes dulces como salados. Desde principios del siglo XX dio
inicio la produccion industrial de pan de trigo después de la introduccion de la levadura
de panaderia como agente de fermentacién superando a la masa madre y la levadura

de cerveza (Katsi et al., 2021).

Sin embargo, estudios han reportado que panes elaborados con harina de trigo y
fermentados con levadura comercial presentan hidratos de carbono (almidén) que
suelen ser rapidamente digeridos y absorbidos, lo que puede generar picos de glucosa
en personas con diabetes o resistencia a la insulina (Scazzina et al. 2009; Jenkins et
al., 1988). Investigaciones han mencionado que la elaboracion de pan bajo estas
condiciones, pueden desencadenar trastornos gastrointestinales relacionados con la
ingesta de cereales que contienen las proteinas del gluten como es el trigo, cebada y
centeno (Seyedian et al., 2019; Fu et al., 2020; de Jesus Cobos-Quevedo et al., 2017).

Es por ello que en los dltimos afios tanto consumidores como productores se han dado

a la tarea de buscar alternativas para la elaboracién de alimentos funcionales, que



contribuyan a una mejor digestién y biodisponibilidad de nutrientes, asi también,
cuenten con mejores caracteristicas nutricionales y de textura, para lo cual, se ha

propuesto la tecnologia de la masa madre.

La masa madre o también conocida como fermentacién del acido lactico es un proceso
tradicional, natural y sostenible que resulta ser una herramienta eficaz para garantizar
la textura, la vida util y una mejora en las caracteristicas nutricionales del pan (Arora
et al., 2020). Los principales beneficios que se atribuyen a la masa madre son una
mayor biodisponibilidad de nutrientes, aumento de vida atil, mejor calidad textural y

mayor digestibilidad de proteinas.

Dadas las propiedades benéficas que proporciona la fermentacion con masa madre se
han realizado diversos estudios entre ellos se han evaluado la capacidad de
degradacion de las proteinas del gluten con el fin de contribuir a una mejor
digestibilidad de estas proteinas en personas con sensibilidad o alergias al trigo. Sin
embargo, aun hay pocos estudios al respecto. Por lo que en este estudio se desea
conocer el efecto del tiempo y temperatura de fermentacion, sobre la velocidad de
hidrolisis y digestibilidad de las proteinas y almidon. Asi como de sus propiedades
fisicas, de textura con respecto al tiempo de almacenamiento de un pan fermentado

con masa madre.



IIl. ANTECEDENTES

2.1. Trigo

El trigo es considerado uno de los cultivos mas antiguos que el hombre ha sembrado
como fuente de alimentacion. Su cultivo tiene origen desde comienzos de la
agricultura. La produccién mundial de trigo reportada por la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2021), fue de771 millones
de toneladas. En México la produccion que se reporta es de 3.5 millones de toneladas
métricas (PAM, 2021), lo cual lo coloca como el segundo cereal mas importante en la
alimentacién de los mexicanos, con un consumo per cépita en México es de 57.4 kg y
constituye un 40% del total del gasto en los hogares mexicanos (SAGARPA, 2017).

En los dltimos afios este cereal ha sido objeto de estudio por sus componentes
nutricionales, es un alimento energético con aporte de vitaminas del complejo B y
minerales (Moreno et al., 2001). El trigo en comparacion con otros cereales como el
arroz y el maiz aporta un mayor contenido de proteina, aproximadamente 12 g por
cada 100 g, ademas esta compuesto en gran parte por carbohidratos solubles
(almiddn), minerales y fibra (Tabla 1) (FAO, 2021; Ponzio, 2011).

Generalmente se lleva a cabo el procesamiento del trigo para convertirlo en harina tras
la molienda del grano. La molienda del grano va a influir en las variaciones del
contenido de nutrientes dependiendo la tasa de extraccion. Las harinas de baja

extraccion pueden perder una gran parte de sus nutrientes (FAO, 2021).

2.1.1. Principales usos del trigo

La produccién del grano de trigo se divide principalmente en dos tipos, el grano
cristalino y el harinero. El cristalino es utilizado principalmente en la elaboracion de

pastas. El harinero es empleado sobre todo en la produccién de panes, productos



TABLA 1. COMPOSICION QUIMICA DEL TRIGO EN 100 G

Proteina Grasa Minerales Fibrabruta Carbohidratos Referencia
(%) (%) (%) (%) solubles (%)
12.5 1.75 2.25 64 Ponzio, 2011
125 2.2 1.9 2.8 78.6 Moreno et al.,
2001
FAO, 2021

12.6 1.8 _ _ _




de reposteria y harinas (SAGARPA, 2017). En la industria nacional el 65.3% del trigo
corresponde al tipo panificable, el 26.3% es destinado a la elaboracion de galletas y
un 8.4% es utiizado para pastas de acuerdo con el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (Alvarado et al., 2011).

2.2. Pan

El pan es considerado un alimento tradicional, ya que desde hace 7000 u 8000 afios
a.C ha sido un constituyente basico en la alimentacion a nivel mundial (Mesas &
Alegre, 2002; Calvo-Carrillo et al., 2020). Su preparacion consta principalmente de
harina y agua, en ocasiones se afiade levadura y sal entre otros ingredientes. A
principios del siglo XX dio inicio la produccion industrial de pan de trigo después de la
introduccion de la levadura de panaderia como agente de fermentacion superando a
la masa madre y la levadura de cerveza (Katsi et al., 2021). En la actualidad se
conocen alrededor de 2,000 variedades de pan dulce y 300 de pan salado que son
producidas a nivel nacional, posicionando a México como uno de los paises a nivel
mundial con mayor variedad. (Calvo-Carrillo et al., 2020). Con un consumo per capita
de 33 kg/afio, de acuerdo con la Camara Nacional de la Industria Panificadora
(CANAINPA) (Martinez, 2018)

Pese a que existe una amplia variedad en la elaboracion de panes a nivel industrial,
en los ultimos afos, tanto consumidores como productores, han buscado regresar al
consumo de productos locales, una explicacion a esta tendencia es la busqueda del
sabor, textura y propiedades nutricionales que con frecuencia se suele sacrificar en
una elaboracion de pan industrial (Joudeikiene, 2016; Diowksz, 2021). Por otro lado,
existen contraindicaciones en relacién al consumo de pan elaborado a base de trigo,
ya que el trigo se considera una de las causas mas comunes de alergias e intolerancias
alimentarias. Desencadenando reacciones inmunitarias entre las que se encuentran
con mayor frecuencia, la alergia al trigo, la enfermedad celiaca, la sensibilidad al trigo
no celiaca y las enfermedades inflamatorias intestinales relacionadas con el trigo (Fu
et al., 2020).



2.3. Trastornos relacionados con el gluten

En la actualidad se ha encontrado una asociacion en diversas afecciones con la
ingesta de gluten, conocidas como “trastornos relacionados con el gluten” a las
reacciones desencadenadas tras la ingestion de cereales como trigo, cebada, centeno
o avena en individuos susceptibles o con predisposicion autoinmunitaria. Tales
trastornos pueden ser clasificados en cuatro principales: enfermedad celiaca, alergia
mediada por inmunoglobulinas E (IgE), sensibilidad al gluten y enfermedades
inflamatorias intestinales (Cabanillas, 2020; Cobos-Quevedo et al., 2017).

2.3.1. Enfermedad celiaca (EC)

La EC es un trastorno gastrointestinal crénico autoinmune, caracterizado por una
malabsorcion intestinal tras la presencia de inflamacion y atrofia de la mucosa del
intestino delgado ocasionado por la presencia de dos factores predominantes como
son la exposicion al gluten en la dieta y una predisposicion genética (Christophersen
et al., 2019; Cobos-Quevedo et al., 2017). Se sefiala que es una afecciéon mediada por
una secuencia especifica de aminoacidos presentes en una fraccion de prolaminas,
proteinas presentes en los cereales como el trigo, centeno, cebada y en menor medida

avena (Fernandez, 2016).

Del 0.5% al 2% de la poblacién a nivel mundial se ve afectada por este trastorno. En
México se ha reportado una prevalencia de hasta el 0.9% de EC, por lo que se estima
gue entre 800,000 y 1, 000,000 de personas en México tienen EC (Cobos-Quevedo et
al., 2017).

Actualmente el Unico tratamiento consiste en mantener una dieta libre de gluten (DLG)
de por vida. Por lo que los pacientes deben excluir de su dieta los cereales como trigo,
cebada y centeno (Christophersen et al., 2019; Miaja et al., 2021). Sin embargo, los
productos de panaderia libres de gluten que regularmente se encuentran en el
mercado presentan una baja calidad en comparacién con los productos de trigo. Esto
es debido a la ausencia de la red de proteinas del gluten y sus propiedades Unicas que

confiere a los productos horneados (Arendt et al., 2007).



2.3.2. Alergia al trigo

La alergia al trigo es una reaccion inmunologica que se desarrolla por una respuesta
de hipersensibilidad mediada por IgE, que al igual que la EC es un resultado
desfavorable a la presencia de las proteinas del trigo, sin embargo. La alergia al trigo
es estimulada especificamente por proteinas del trigo y no necesariamente de otros
cereales como centeno o cebada. Es caracterizada por la aparicion de sintomas
gastrointestinales, manifestaciones dermatolégicas y/o sistémicas severas
(Cabanillas, 2020; Cobos-Quevedo et al., 2017).

2.3.3. Sensibilidad al gluten no celiaca

Se emplea el término sensibilidad al gluten no celiaca para indicar la presencia de
sintomas gastrointestinales, extraintestinales o0 ambos en personas tras la ingesta de
gluten y con una mejoria de los sintomas al eliminar el gluten de la dieta lo cual
disminuye el riesgo en comparacion con un diagnéstico de EC. Sin embargo, la

prevalencia parece ser mayor que la de EC (Leonardo et al., 2017).

2.3.4. Enfermedades inflamatorias intestinales

Las enfermedades inflamatorias intestinales son padecimientos crénicos del tracto
gastrointestinal que se caracterizan por episodios de inflamacion intestinal y se
clasifican en colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn que comparten similitud en los
sintomas. Las enfermedades inflamatorias intestinales se presentan regularmente a
edades tempranas entre 15 y 35 afios. La aparicion de estos padecimientos esta
relacionada con factores genéticos, ambientales e inmunoldgicos (Seyedian et al.,
2019; Guan, 2019).

Por lo tanto, en el procesamiento de alimentos se busca contribuir a una dieta
saludable, a la disminucion de sintomas de enfermedades, asi como coadyuvar a la
seguridad alimentaria y sostenibilidad ambiental. Con lo que se ha dado a la tarea de

buscar la elaboracién y producciéon de alimentos funcionales, con bajo contenido de



sal y menos aditivos que combinen, menos calorias, indice glucémico y contenido de
grasay a la vez cuenten con un adecuado aporte de fibra, proteinas biodisponibles y
calidad textural (Gobbetti et al., 2020). La fermentacién del acido lactico (masa madre)
es un proceso tradicional, natural y sostenible. Resulta ser una herramienta eficaz para
garantizar la textura, vida util y una mejora en caracteristicas nutricionales (Arora et
al., 2020).

2.4. Cultivo de masa madre

Se define masa madre a la mezcla de harina y agua, que es fermentada por
microorganismos de bacterias de acido lactico (BAL) y levaduras, la fermentacion
puede llevarse a cabo de forma espontanea o establecida al adicionar cultivos
iniciadores comerciales (Arora et al., 2020; Gobbetti et al., 2019; Ramos et al., 2021).
Su principal cualidad es la capacidad de acidificacion por BAL, factor que contribuye
en la mejora de sus caracteristicas organolépticas y estructurales, asi como la
reduccion de envejecimiento, aumentando su conservacion y vida atil (Joudeikiene,
2016).

Entre otras de sus caracteristicas, una masa madre madura debera contener una
densidad de BAL dentro de un intervalo de 9 a 9.47 log UFC/g y levaduras de 5 a 7.69
log UFC/g metabolicamente activas y presentar un pH entre 3.5 a 4.3 (Arendt et al
2007). La fermentacion de masa madre se desarrolla en un largo periodo de tiempo,
al menos de 12 a 24 h, mientras que una fermentacion con levadura comercial puede

concluir en tan solo de 1 a 2 horas (Pérez, 2014).

Ya se han documentado tecnologias aplicadas para la obtencion de masas agrias que
estan clasificadas de acuerdo con el proceso utilizado para la fermentacion y se dividen
en 4 tipos diferentes (Corsetti & Settanni, 2007; Ma, S., Wang et al., 2021):

e Tipo I: La fermentacion de masa madre se genera de forma espontanea por la
accion de las levaduras y BAL presentes en la harina, se realizan refrigerios

diarios continuos para mantener el estado activo de los microorganismos.



e Tipo Il: La fermentacion se lleva a cabo por la adicién de un inéculo especifico
con una adecuada proporcion de agente leudante.

e Tipo Ill: Son preparaciones como el tipo Il deshidratadas con BAL que resisten
el secado.

e Tipo IV: Es la mezcla del tipo | y tipo Il

2.4.1. Bacterias acido-lacticas (BAL)

Pertenecen a un grupo diverso de bacterias Gram positivas, no formadoras de
esporas, no moviles, anaerdbicas facultativas, en forma de cocos y bacilos, oxidasa y
catalasa negativas. Pueden formar colonias en presencia de aire en medios de cultivos
sélidos, ya que son anaerobios tolerantes (Huertas, 2010; Ramirez et al., 2011). Existe
una gran variedad de géneros de bacterias lacticas en el ambiente (Aerococcus,
Alloinococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella,
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus y Weisella), pero los géneros mas representativos son:
Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc (Ramirez et al., 2011). Se
utilizan frecuentemente como cultivos iniciadores para la conservacion y manufactura

de los alimentos (Botero et al., 2013).

Las BAL se clasifican de acuerdo con el modo de fermentacion de la glucosa en
homofermentativas (producen solo acido lactico) y heterofermentativas (producen

acido lactico y otras sustancias) (Huertas, 2010)

Homofermentativas: Estas bacterias utilizan la ruta Embeden-Meyerhoff-Parmas que
producen por 1 mol de glucosa 2 moles de acido lactico, los géneros presentes en este
grupo son: Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus y Streptococcus, la producciéon

de acido lactico es de aproximadamente el 85%.

Heterofermentativas: Este grupo de bacterias producen solo el 50% de acido lactico
y ademas pueden producir lactato, CO y etanol. Fermentan 1 mol de glucosa para

formar 1 mol de acido lactico, 1 mol de etanol y 1 mol de CO2. 1 mol de ATP es



generado por mol de glucosa. Este grupo estd constituido por los géneros
Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Estreptococcus, Leuconostoc vy
Pediococcus.

2.4.2. Beneficios de la masa madre

Los alimentos que son fermentados por BAL adquieren grandes beneficios tanto en
sus propiedades sensoriales como sabor, aroma, textura y consistencia, asi como en

su aporte nutricional y una mejor preservacion (Ramirez et al., 2011).

La fermentacion con BAL participa en la formacion de metabolitos inhibidores, como
acidos organicos (acido lactico, acético, formico y propionico), etanol, bacteriocinas,
entre otros beneficios, potencializando la calidad nutricional y favoreciendo el
enriquecimiento bioldgico de los sustratos alimentarios como proteinas, vitaminas,

aminoacidos y acidos grasos esenciales (Kuria et al., 2021).

La masa madre es eficaz para reducir a menos de la mitad el contenido de fitato
principalmente por la reduccion de pH que provee las condiciones favorables para la
actividad de fitasa enddgena (Arora et al., 2020). Las BAL disponen de un amplio
espectro de enzimas, entre las que se encuentran las peptidasas, descarboxilasas,
reductasas, esterasas, glucosidasas, entre otras, y estas juegan un papel muy
importante para el desarrollo de las caracteristicas ya mencionadas (Torrez et al.,
2021).

2.4.2.1. Mejora de las propiedades fisicas

Se han descrito las propiedades de textura de un alimento como “aquel conjunto de
caracteristicas fisicas que se intuyen por el tacto se relaciona con la deformacion,
desintegracion y flujo del alimento bajo la aplicacion de una fuerza y se miden

objetivamente por funciones de fuerza, tiempo y distancia” (Bourne, 1982).
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MASA MADRE
HARINA-AGUA

- FERMENTACION
PROTEOLISIS LACTICA
Sintesis de aminoacidos Mayor Reduccion de Deg"?daoié" de Acidificacion
Mejor aroma digestibilidad glucosa itatos _‘
Baio indice Nutrientes Incremento de
gldcémico disponibles vida util

Figura 1. Beneficios generados por la fermentacion con cultivo de masa madre. (Arendt et al 2007)
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La formacion de la masa es parte fundamental en la panificacion y obtencion de las
caracteristicas texturales, ya que es el momento en que se incorporan todos los
ingredientes con el fin de formar una red viscoelastica (Chen et al., 2019). La harina
de trigo se distingue entre los cereales por su capacidad de formar una masa
resistente, viscoelastica y cohesiva con la capacidad de retener gas y obtener
productos horneados de buena calidad debido a su contenido de gluten (Flores,
2014).

Las proteinas del gluten (gliadina y glutenina) interactian para formar una red
continua, que contribuye al desarrollo y retenciéon de gas en la masa, por medio de
interacciones hidrofébicas, enlaces disulfuro, puentes de hidrogeno vy
entrecruzamientos (Sandoval et al., 2005).

Las gliadinas, un grupo de proteinas relativamente pequefias y con propiedades
similares. Tienen un peso molecular promedio de 40 000, son solubles en alcohol y
presentan poca o nula resistencia a la extension, pueden contribuir a la cohesion de
la masa. Por otra parte, las gluteninas son un grupo de proteinas heterogéneas con
variados pesos moleculares (de 10 000 a varios millones), se clasifican en
subunidades de alto peso molecular y de bajo peso molecular. Las gluteninas
parecen mejorar la resistencia a la mezcla, elasticidad y cohesion de la red (Flores,
2014; Chen et al., 2019). Estudios han reportado que el gluten se asocia con el
tiempo de amasado, la absorcion de agua y el indice de fuerza en la masa (Chen et
al., 2019).

De acuerdo con lo antes mencionado, la masa de trigo se considera un material
sensible a la deformacion que cuenta con un sistema complejo de interacciones
entre sus proteinas hidratadas, y la matriz de almidon. Las interacciones
moleculares son las que le confieren sus propiedades viscoelasticas. Interacciones

almidon-almidon por puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals.

Aunado a esto la masa madre de harina de trigo juega un papel importante en las

caracteristicas fisicas del pan al incrementar la retencién de dioxido de carbono en
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la masa por accién de las BAL, por lo tanto, el producto final se espera cuente con
mayor volumen y una mayor suavidad de la miga durante el almacenamiento
(Gobbetti et al., 2019).

2.4.2.2. Protedlisis

Los componentes responsables de las caracteristicas propias del trigo son las
proteinas presentes en la harina, particularmente las proteinas del gluten. Las
proteinas del trigo se dividen en dos grupos; las proteinas sin gluten (albuminas y
globulinas) las cuales presentan una participacion muy baja o nula en las
propiedades de panificacion y las proteinas del gluten (gliadina y glutenina) las
cuales juegan un papel primordial en la elaboracion de pan, las proporciones de
estas proteinas en el trigo son del 15-20% y el 80-85% respectivamente (Goesaert
et al., 2005). Sin embargo, el gluten también se considera una molécula que puede
resultar potencialmente toxica para algunos individuos (Cobos-Quevedo et al.,
2017).

La fermentacién con masa madre contribuye a la protedlisis de las proteinas bajo
condiciones 6ptimas, gracias a la actividad de las proteasas del trigo generadas por
la formacion de acidos y el tiempo de fermentacion. La protedlisis durante la
fermentacion de la masa genera la hidroélisis de proteinas a péptidos de tamafio
intermedio y por accion de las peptidasas se genera una liberacion de aminoacidos
libres (Lancetti, 2017).

En un estudio realizado por Kawuamura y Yonesawa, (1982) se describieron
proteasas que actuaban en un pH éptimo de 4, pertenecientes a harina de trigo
(Arendt et al 2007). De igual manera Bleukx et al, (1997) detect6 enzimas
proteoliticas con actividades 6ptimas en pH acido. Asi también, Thiele et al, (2002)
relaciono la concentracién de aminoacidos en una masa acidificada y una masa no
acidificada encontrando un mayor numero de estos en la masa acidificada durante

una fermentacion de 50 horas (h).
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2.4.2.3. Propiedades del almidon

El almidon es un polimero complejo compuesto por dos polisacaridos, amilosa y
amilopectina de estructura esencialmente lineal y altamente ramificada
respectivamente. Es la mayor fuente de carbohidratos sintetizada por las plantas.
Presente en el endospermo de semillas de cereales o leguminosas y tubérculos. A
nivel celular se organiza en pequefias particulas llamadas granulos, de un tamafio
aproximado entre 1-100 um y presentan una variedad de formas dependiendo de la
fuente (Biliaderis, 1991; Rivas-Gonzalez et al., 2008; Aaliya et al., 2021).

El almidén es el componente mayoritario en el grano de trigo, constituyendo
alrededor de un 60-75% del peso seco en las semillas de trigo (Wang et al., 2021;
Ponzio, 2011; Moreno et al., 2001). El almidon al ser el elemento principal en el trigo
contribuye a las caracteristicas de humedad, viscosidad, textura, sabor y vida util en
los alimentos a base de este cereal, que a su vez es el ingrediente principal para la
elaboracién de pan. Existen diversos problemas en la calidad de los alimentos ricos
en almidén, que se encuentran estrechamente relacionados con las diferencias en
las materias primas, como son, un bajo volumen especifico, alta dureza, facil

envejecimiento, sabor insuficiente (Yan et al., 2021; Hong et al., 2022).

La gelatinizacion y retrogradacion en el almidén son procesos claves para garantizar
la calidad de los productos. Las interacciones entre las moléculas de almidon,
lipidos y proteinas pueden tener un efecto sobre las propiedades de gelatinizacion,
solubilidad, y retrogradacion del almidén (Yan et al., 2021; Biliaderis, 1991). Estas
interacciones, asi como, los procesos de coccidén a los que se somete el almidon
pueden provocar cambios en su estado fisico afectando la disponibilidad in vivo del
almidon, dando como resultado un almidon resistente con una menor
susceptibilidad a la digestion (Biliaderis, 1991; Wang et al., 1998).

El almidén resistente o retrogradado es un tipo de almidon que sufre cambios
estructurales debido a factores como el secado, enfriamiento o almacenamiento, el

almidon forma una estructura cristalina durante el almacenamiento después del
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horneado (Lancetti, 2017). Esto explica porque tras el almacenamiento se presenta
una disminucion en la frescura del pan, presentando un aumento en la dureza de la
miga que a su vez reduce la aceptabilidad por parte del consumidor a lo que se le
conoce como envejecimiento (Arendt et al., 2007).

La fermentacion con masa madre podria modificar las particulas del almidon y
presentar una mayor viscosidad, suavidad, y menor elasticidad, al haber una mayor
produccién de gas, acido y enzimas, asi también, una disminucién en el
envejecimiento y retrogradaciéon del almidon explicado por la accién de las BAL con
actividades proteoliticas y amiloliticas que generan cambios fisicoquimicos durante
el almacenamiento favoreciendo el retraso en el envejecimiento (Corsetti et al.,
1998; Hong et al., 2022).

La degradacion del almidén en la masa es primordial para la obtencion de
carbohidratos fermentables y azucares reductores. Por tanto, es esencial la
presencia de las enzimas o y B-amilasas que son las enzimas encargadas de la

degradacion del almidon (Lancetti, 2017).

2.4.2.4. Andlisis rapido de viscosidad

Las propiedades y caracteristicas del almidon juegan un papel importante en la
calidad y los parametros funcionales de los productos. El perfil de pegado en los
almidones hace referencia especificamente a los cambios en el almidén después
del calentamiento posterior a la gelatinizacion y se puede ver afectado
principalmente por el contenido de amilosa, asi como, la longitud de cadena
ramificada de la amilopectina y la presencia de lipidos en la matriz alimentaria
(Punia, 2020).

La evaluacion de las propiedades de pegado y viscosidad en el almidén es
indispensables para conocer la calidad del almidén, no obstante, tras la
preocupacion por la salud de los consumidores se ha buscado evaluar la velocidad

de digestion del almidon que juega un papel fundamental sobre los niveles de
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glucosa posprandial. Investigaciones recientes mencionan que la digestién del
almidon no solo se ve afectada por sus caracteristicas intrinsecas, sino también por
las propiedades fisicas de los medios que pueden modular la velocidad de
expansion de la enzima a los sustratos del almidén. Estos estudios han relacionado
una menor hidrdlisis de almidon y vaciamiento géastrico con la viscosidad del almidén
(Santamaria et al., 2022).

Por lo tanto, cobra una mayor importancia el conocer las propiedades fisicas de
pegado y viscosidad en el almidén. Las caracteristicas de pegado se miden con un
visco analizador rapido (RVA) que proporciona informacion sobre la méxima
hinchazén del granulo antes de la desintegracion, la breakdown de los granulos, la
estabilidad de la pasta cocida y la agregacion de las moléculas de amilosa al
enfriarse (Punia, 2020).

2.4.2.5. Cristalinidad del almidén

El almidon es un polimero de estructura semicristalina, que corresponde a diferentes
formas polimorficas. Las partes cristalinas del almidon tienen picos agudos,
mientras que las partes amorfas forman picos dispersos. Con relacién a esto el
almidon se puede clasificar en tipo A, B y C (Punia, 2020; Gonzales Cervantes,
2018). Generalmente, el patron de difraccion de rayos X tipo A es caracteristico de
almidones provenientes de cereales y el tipo B es caracteristico en tubérculos. La
difraccion de rayo X es utilizada para identificar la estructura y presencia de la
estructura cristalina en los granulos del almidén. La cristalinidad del almidon se
atribuye a la disposicion de las hélices de amilopectina, mientras que, las regiones

amorfas se asocian con la amilosa (Punia, 2020; Gonzales Cervantes, 2018).

La gelatinizacion se conoce como la pérdida de cristalinidad del almidén, debido a
la absorcion de agua y el calentamiento, durante este proceso los granulos de
almidon se hinchan, y ocurre la breakdown de la cristalinidad las moléculas de agua
se unen al grupo hidroxilo de la amilosa y la amilopectina mediante enlaces de

hidrogeno, lo que da lugar a la solubilidad (Punia, 2020).
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Por otro lado, el almiddn retrogradado sufre el proceso de recristalizacion, en el cual,
las moléculas de amilosa y amilopectina se reasocian después del proceso de
gelatinizacion, para formar estructuras ordenadas. La retrogradacion del almidon se
lleva a cabo en dos etapas, la primera es una retrogradacién a corto plazo, la cual
esta dada por la retrogradacion de amilosa y va a determinar, la dureza inicial del
gel, la pegajosidad y digestibilidad de los alimentos procesados. La segunda etapa
es una retrogradacion a largo plazo, en esta etapa participan las moléculas de
amilopectina, lo cual, afectara la estructura del gel y la cristalinidad de los productos
procesados (Yan et al., 2021).

2.5. Investigaciones realizadas con masa madre

Dadas las propiedades benéficas que proporciona la fermentacion con masa madre
se han realizado diversos estudios entre ellos se han evaluado la capacidad de
degradacion de las proteinas del gluten con el fin de obtener un producto apto para
el consumo de las personas con problemas relacionados al gluten. Algunos de los

resultados obtenidos en relacion a este tema se describen a continuacion (Tabla 2).

En su mayoria los autores han optado por utilizar en sus formulaciones levadura
comercial u otros aditivos. Un ejemplo es el de Corsetti et al., (2000) quien utilizd
una formulacién de harina de trigo con agua y el 16% del in6culo de masa madre, a
esta formulacion se adicionaron aditivos como amilasas, proteasas, pentosanos y
pentosanasas. Posteriormente se evaluaron los panes después de dias de

almacenamiento encontrando una mejoria en el retraso de envejecimiento.

En otro estudié se reportd que un tiempo prolongado de horneado con una baja
temperatura 120°C por 20 h resulté en un mayor contenido de almiddn resistente
(Lilieberrg, 1996). Ademas, Lancetti, (2017) caracterizo diferentes tipos de bacterias
acido-lacticas para conocer sus resultados en las variables de estructura, acidez,
metabolismo de carbohidratos, produccion de volatiles y capacidad proteolitica. La
formulacion utilizada para este estudio fue de harina y agua con una relacion 1:1,

un inéculo de masa madre del 20% y 3% de levadura comercial deshidratada.
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TABLA 2. ESTUDIOS REALIZADOS CON CULTIVOS DE MASA MADRE
Cereal Tipo de

Resultado

Referencia

fermentacion

+ acidificacion
- retrogradacion del almidén

Corsetti, 2000

Objetivo utilizado
Describir el efecto combinado de BAL de masa
madre y varios aditivos sobre la calidad de Trigo Tipo 2
conservacion del pan.
Uso de harina de trigo (Triticum aestivum) que se . Tipo 2
hizo libre de gluten mediante la fermentacion de T”“Fum Adicién de
. L aestivum L
BAL y proteinas fungicas. proteasas fungicas.
Caracterizar iniciadores espontaneos de masa
madre en harina de teff en condiciones de Teff Tipo 1
panaderia y laboratorio.
Evaluar la influencia de la fermentacion de masa
madre en la estimacion de indice glucémico, Trigo Tipo 1
digestibilidad de almidén y propiedades texturales Tipo 2
y sensoriales en panes.
Investigar el efecto de la adicién de masa madre
(10, 20 y 30%) y tiempo de conservacion (1, 2,y 5 Tipo 2
dias) y panes frescos como control de la Teff con adicion de
digestibilidad in vitro de almidén e indice levadura comercial
glucémico.
Caracterizar diferentes cultivos iniciadores de Tipo 2
bacterias lacticas en la elaboracion de masa Trigo 3% de levadura
deshidratada.

madre y su comportamiento de la masa panadera
y la calidad tecnoldgica de panes de trigo
Evaluar el efecto de la masa madre de harina de
cebada sin cascara sobre la calidad tecnoldgica Cebada
de panes con diferentes proporciones de harina
de trigo comparadas con el pan control.

Tipo 2

Caracterizacion fisicoquimica, microbiolégica y
sensorial de un pan con levadura y un pan con Trigo Tipo 1
masa madre

mejor firmeza y retrasando del
envejecimiento del pan.
+ digestibilidad proteica en la pasta
- nimero de polipéptidos
- peso molecular de proteinas.

Adaptacion del BAL al medio de
produccion.

- indice glucémico
+ Almidon resistente
+ dureza del pan

- indice glucémico
- almidén de rapida digestion
+ almidon de lenta digestion
+ almidon resistente - masticabilidad con
una mayor proporciéon de masa madre
+ sustancias volatiles en cepas
heterofermentativas.
+ actividad proteolitica en L. plantarum
137 y L. fermentum 148.

+ calidad de los panes de cebada
adicionados con harina de trigo.

+ vida de anaquel, acidos organicos,
durezay aroma.
- elasticidad

Curiel et al., 2014

Harth et al., 2018

Demirkesen-Bicak
et al., 2021

Shumoy et al.,
2018

Lancetti, 2017

Cakir & Durak,
2021

Katsi, et al., 2021
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[Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El trigo es el segundo cereal mas consumido en México y entre sus diversos usos para
el consumo humano la panificacion es el principal. El pan es un alimento basico en la
dieta a nivel mundial, en México su consumo per capita es de 33 kg por afio. El pan
elaborado de harina de trigo es una rica fuente de carbohidratos y proteinas
especialmente almidén y gluten, mismos que confieren las propiedades reoldgicas

Optimas de un pan de calidad.

Sin embargo, en los Ultimos afios se han presentado una serie de patologias
relacionadas con el consumo de gluten presente en el trigo que afectan a individuos
susceptibles o con predisposicion autoinmunitaria. El inico tratamiento conocido hasta
la actualidad para tratar estas afecciones es mantener una dieta libre de gluten. Este
tratamiento tiene una baja adherencia debido a que existe una amplia variedad de

productos que contienen gluten.

Otro problema que presenta el pan es el rapido deterioro por endurecimiento a causa
de la retrogradacion del almidén al mantenerse en almacenamiento después del

horneado.

Por lo que, se busca conocer el efecto de la masa madre y las diferentes condiciones
de su elaboracion en las propiedades de digestibilidad y textura de un pan a base de
trigo con la finalidad de obtener un pan que facilite la digestibilidad de las proteinas
presentes en el trigo y pueda ser consumido por individuos con trastornos relacionados

al gluten.
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IV. JUSTIFICACION

Debido a que el pan es un alimento basico a nivel mundial y el trigo uno de los cereales
més importantes en la alimentacion de los mexicanos con un papel primordial en el
ambito de la panificacion. Pero al mismo tiempo, el pan de trigo se relaciona con una
de las causas mas frecuentes de alergias e intolerancias alimentarias. Como son la
alergia al trigo, la sensibilidad al gluten no celiaca y enfermedades inflamatorias
intestinales. Mismas que cuentan con una alta prevalencia a nivel mundial. Por lo tanto,
la elaboracién de un pan de tipo artesanal por medio de la fermentacién de masa
madre puede ser capaz de brindar grandes beneficios tanto en sus propiedades
sensoriales, de textura y aporte nutricional, asi también, generar una mayor protedlisis

lo que ayudaria a disminuir los sintomas de las intolerancias al gluten.

Sin embargo, son escasos los estudios sobre el efecto en la digestibilidad proteica y
las propiedades fisicoquimicas del pan con una fermentacion de masa madre tipo 1
sin adicion de levadura o algun otro aditivo y diferentes condiciones de fermentacion,
por lo cual se busca proporcionar nuevas alternativas para contribuir a una mejora en
la digestion de las proteinas del gluten, asi como, mantener las cualidades de textura

en el pan.
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V. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del tiempo y temperatura de fermentacion sobre la velocidad de
hidrélisis y digestibilidad de las proteinas y almidén.

6.2. Objetivos especificos

e Determinar el contenido de BAL y levaduras en la masa madre al dia 0, 3y 6 de
fermentacion.

e Evaluacion de propiedades fisicoquimicas de un pan fermentado a diferentes horas
y temperatura (4,6 y 8 h/25°Cy 16h /4 °C).

e Evaluar la velocidad de digestion de almidon y proteina mediante el uso de kits
enzimaticos en cada una de las formulaciones a diferentes dias de almacenamiento
(0, 2y 4).

e Determinacion del peso molecular de las proteinas en el pan después del horneado
por efecto de la adicién de la masa madre mediante electroforesis.

e Determinar la correlacion lineal por Pearson de las horas de fermentacion contra la

velocidad de digestibilidad de proteina y almidon.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Materiales

La harina de trigo integral y harina de trigo blanca se compré en un supermercado de
Tulancingo Hidalgo de la marca tres estrellas con una composicion nutricional de
proteina 11.29 g, grasas 2.16 g, carbohidratos 76.39 g, fibra dietética 10.40 g y sodio
2.92 g. De igual manera se adquirié el agua potable de la marca bonafont y levadura
comercial. Se adquirié6 agar MRS (de Man, Rogosa and Sharpe, Merck, Darmstadt,
Alemania) y agar SD (Sabouraud dextrosa, Merck, Alemania) para el andlisis
microbiologico. Para el andlisis de digestibilidad de almidéon se adquirié el Kit
enzimatico K-DSTRS 01/22 of Megazyme International Ireland Ltd, y una solucion
enzimatica para evaluar la digestibilidad de proteina que consistio en tripsina (T0303
Trypsin del pancreas porcino Tipo 1X-S, polvo liofilizado, 13,000-20,000 unidades éster
etilico de N a-benzoil-arginina (BAEE) / mg de proteina), quimotripsina (C4129 a-
Quimotripsina del pancreas bovino C4129 Tipo Il, polvo liofilizado, unidades P40 / mg
de proteina) y proteasa (P5147 Proteasa de Streptomyces griseus Tipo XIV, P3.5

unidades / mg de solido of Sigma-Aldrich.

6.2. Fermentacion de masa madre

Para la fermentacion de masa madre tipo 1 se utilizé la metodologia de Demirkesen-
Bicak et al., (2021) con algunas modificaciones, se agregaron 100 g de harina de trigo
entero y 100 mL de agua potable se mezclaron hasta obtener una mezcla homogénea
para obtener 200 g de masa (rendimiento de masa 200 (peso de masa/peso de harina
X 100). Después del primer dia de fermentacién se propagaron masas madre (50%
p/p) con periodos de alimentacién (se agreg6 50 g de harina y 50 mL de agua potable)
cada 24 h, manteniéndola a una temperatura de 26 °C hasta lograr la maduracion bajo
las siguientes condiciones, de 9 — 9.47 log UFC/g para BAL; 5 — 7.69 log UFC/g para
levaduras y un pH de 3.5 -4.3.
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6.3. Caracterizacion de la masa

Las propiedades microbiol6gicas de la masa madre se determinaron utilizando el
método descrito por Bottani et al., (2018) con ligeras modificaciones. Se analizaron
muestras en el dia 0, 3 y 6 de la fermentacion de la masa madre, afiadiendo 0.5 g de
masa y 4.5 mL de agua peptonada estéril. Se homogeneiz6 y utiliz6 agar MRS (de
Man, Rogosa and Sharpe, Merck, Darmstadt, Alemania) y agar SD (Sabouraud
dextrosa, Merck, Alemania) para el conteo de BAL y levaduras respectivamente. Se
prepararon las diluciones y se incubaron en cajas Petri por 72 h. Se midi6 el pH de la
muestra desde el dia 0 de fermentacion hasta la obtencion de la masa madre madura
(dia 6), cada 24 h (HANNA instrument HI2211, Darmstadt, Germany).

6.4. Elaboracion de los panes

Para la elaboracion de los panes se llevo a cabo el procedimiento descrito por Katsi et
al.,, (2021) y Demirkesen-Bicak et al., (2021), con ligeras modificaciones. Se
prepararon dos tipos de pan; pan leudado con levadura de panaderia (control) y pan
fermentado con masa madre. El pan control se preparé con 1000 g de harina (800 g
de harina blanca y 200 g de harina integral), 700 mL de agua potable, 20 g de sal y 20
g de levadura de panaderia (Saccharimyces cerevisiae). Se amaso6 durante 20 min en
una amasadora (Blazer BY JR MIXER B10, México), posteriormente la masa se dividié
en boleados (moldeado manualmente) de 50 g. Una vez formados los panes se
dejaron fermentar por 90 min a 25 °C. Por ultimo, se procedi6 a hornear 20 min a una
temperatura minima de 240 °C y maxima de 260 °C. Para la preparacion del pan de
masa madre se mezclaron 1000 g de harina (800 g de harina blanca y 200 g de harina
integral), 700 mL de agua potable y 20 g de sal se utilizé el 30% de masa madre en
relacion con el peso total de la harina. La masa se mezclé en una amasadora (Blazer
BY JR MIXER B10, México), durante 20 min y se dejé fermentar por 3 horas a 25 °C,
posteriormente la masa se dividié en boleados (moldeado manualmente) de 50 g. Una
vez realizada la division de la masa se procedié a una fermentacion final durante
diferentes horas para cada una de las formulaciones (4, 6 y 8 h a 25 °C y una

fermentacion en frio por 16 h a temperatura de 4 °C). Posteriormente se procedié a
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hornear 20 min a una temperatura minima de 240 °C y maxima de 260 °C. Se
prepararon 3 panes por formulacion para cada determinacion. Las formulaciones que

se obtuvieron se muestran en la Tabla 3.

6.5. Composicion quimica proximal

El andlisis quimico proximal de las muestras de pan se realiz6 en cada una de las
formulaciones, el contenido de humedad se realiz6 siguiendo el método descrito por la
Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC por sus siglas en inglés, método
No. 925.10), ceniza (AOAC método No. 923.0), proteina (método AOAC No. 920.87) y
contenido de grasa (AOAC método No. 920.85).

6.6. Propiedades fisicas y de textura

Para el analisis de textura (dureza, elasticidad, cohesion, resiliencia y masticabilidad)
se siguio la metodologia de Li et al., (2021) con modificaciones, la medicion se realizé
al dia 0, 2 y 4 de almacenamiento en cada una de las formulaciones utilizando un
analizador de textura (stable micro systems, TA.XT plus 41109, Reino Unido) en modo
de compresion realizando dos ciclos. Se utilizé una sonda de 36 mm de diametro. Se
dej6 que la sonda penetrara a una presion del 40%, con una velocidad de descenso
de 5 mm/s y un tiempo de 5 s entre la primera y segunda compresion. Para la
evaluacion de color en las muestras se utilizé un colorimetro (3NH-NR110, Monterrey
Nuevo Ledn), obteniendo los parametros L* a* y b* de los panes liofilizados, se
tomaron 5 mediciones en cada muestra. La diferencia de color (AE) en los panes de

masa madre en comparacion con el control se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:
AE = [(L*T — L*C)? + (a*T — a*C)* + (b*T — b*C)?]*/2 (1)
Donde:

T: tratamientos experimentales

C: tratamiento control
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TABLA 3. FORMULACION DE LOS TRATAMIENTOS

AGENTE LEUDANTE

TIEMPO DE FERMENTACION
(horas)

TEMPERATURA
(°C)

Levadura comercial

15

Masa madre (30%)

4

6

8

25

16
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6.7. Liofilizaciéon de las muestras

Las muestras se llevaron a ultracongelacion (-20 °C) (congelador SCIENTEMP) 4091)
una vez transcurridos los dias de almacenamiento, posteriormente se liofilizaron
durante 72 h a -55 £ 1 °C bajo un vacio de 0.040 mbar para lo cual se utilizé una
liofilizadora marca (LABCONCO CORPORATION, Kansas City, Missouri 64132)
(Manzur-Valdespino et al., 2020).

6.8. Digestibilidad de proteina in vitro

Para el andlisis de digestibilidad se utilizo la técnica descrita por Tinus et al., (2012).
Se pesoO una muestra equivalente a 62.5 mg de proteina que se hidraté con 10 mL de
agua destilada a 37 °C durante 1 h. El pH se ajusto a 8.0 £ 0.2 con NaOH 0.1 M /HCL
0.1 N. Se prepararon 10 mL de una solucion enzimética que consistio en 16 mg de
tripsina (TO303 Trypsin del pancreas porcino Tipo IX-S, polvo liofilizado, 13,000—
20,000 unidades BAEE / mg de proteina), 31 mg de quimotripsina (C4129 a-
Quimotripsina del pancreas bovino C4129 Tipo I, polvo liofilizado, unidades P40 / mg
de proteina) y 13 mg de proteasa (P5147 Proteasa de Streptomyces griseus Tipo XIV,
P3.5 unidades / mg de sélido. La solucién multienzimatica se prepardé previo al analisis
(Mensa-Wilmot et al., 2001) y se ajusto a pH de 8.0 + 0.2. Se adicioné 1mL de la

solucion multienzimatica a 10 mL de la muestra y se mantuvo en agitacion a 37 °C.

El pH se registré cada minuto durante 15 minutos. El cambio en el pH a los 10 min de
digestion (ApH 10 min) se utilizé en la Eq. 2 para calcular la digestibilidad de la proteina

in vitro. Se midi6é en cada formulacién al dia 0 de almacenamiento.
IVPD = 65.66 + 18.10 X 10ApH (2)

6.9. 6.6.1 Electroforesis

El perfil electroforético se realizé siguiendo la metodologia de Laemmli, (1970). Se

utilizaron geles de poliacrilamida, el gel concentrador al 5%, y gel separador al 13%.
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Se tomo un gramo de muestra de las formulaciones de pan, se mezcld con buffer de
muestra Trizma base (pH 6.8) con Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 0.12 M, glicerol 2
M, azul de bromofenol y pmercaptoetanol 10% (V/V), a una proporcion
muestra/solucion tampon de 1 mg/mL, y se llevé a ebullicion durante 5 minutos.
Posteriormente se cargaron cada una de las muestras en los carriles del gel
concentrador (15 yl). Se sometieron los geles concentrador y separador a una corriente
constante y sucesiva de 100 V, durante 1 h 40 min. La tincion del gel se realizé con
azul brillante Coomassie R 250 0.05% (P/V) en metanol al 50% (V/V) y &cido acético
al 10% (V/V) con agitacion constante durante 15 minutos. El gel se llevo a lavado con
agitacion durante 12 h aproximadamente, en una solucion de acido acético / metanol /
agua en proporcion 1:4:5 (V/V). Se midi6 en cada formulacion al dia 0 de

almacenamiento.

6.7 Digestibilidad de almidon

El contenido de almidén total (AT), Almidén de rapida digestion (ARD), almidon de lenta

digestion (ALD) y almidon resistente (AR) se determiné mediante el uso de un kit

enzimatico K-DSTRS 01/22 (Megazyme International Ireland Ltd) por el método de Englyst

et al., (1992) para cada formulacion a los dias 0, 2 y 4 de almacenamiento calculado con

las siguientes formulas Eq. (3, 4, 5, 6):

__ TG—-FGX0.9x100
w

TS

Donde:

TG = glucosa total, FG = glucosa libre y 0.9 es un factor de conversion de glucosa a

almidén, W = peso de la muestra.
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G20—FGX0.9x100
w

RDS =

G120—-G20x0.9x100
w

SDS =

Donde: G20 = Contenido de glucosa después de 20 minutos de digestion, G120 =
Contenido de glucosa después de 120 minutos de digestion

RS =TS — (RDS + SDS) 6
Donde: TS = almiddn total, RDS = almiddn de rapida digestion, SDS= almidén de lenta

digestion

Para la preparacion de la muestra se pes6 1 g de muestra y se humecto con 1.0 mL
de EtOH al 95% v/v, se agregaron 35 mL de tampon maleato se coloco la muestra en
un bafo de agua a 37 °C por 5 min con agitacion a 170 rpm. Se afiadieron 5 mL de
solucion de PAA/AMG (alfa amilasa pancreatica y amiloglucosidasa), y se incubaron a

37 °C durante 5 min con agitacién a 170 rpm.

Para la determinacion de almiddn digerible se retir6 1 mL de la solucion de reaccion
en agitacion a los 20 min (para determinar ARD), a los 120 min (para la determinacion
de ALD = almidon digerible a 120 min — almiddn digerible a 20 min) y a 240 min (para
determinacién de ATD). Se afiadi6 1 mL de solucién de la muestra a los 20 mL de
solucion de acido acético 50 mM, se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 min. Se afadié
0.1 mL de AMG diluido (100 U/mL), se mezclo e incubd a 50 °C durante 20 min.
Posteriormente se leyo la absorbancia de la muestra y de los estandares de glucosa a
510 nm.

Para la determinacion de AR se tomaron 4 mL de la suspensiéon después de 240 min
(4 h) y se transfirié a un tubo con 4 mL de etanol al 95% v/v. Se centrifug6 a 4,000 rpm
durante 10 min y se decanté la solucion sobrenadante. Se afiadieron 2 mL de NaOH
1.7 M, agitando por 20 min en un bafio de hielo sobre un agitador magnético. Se
afiadieron 8 mL de acetato de sodio 1.0 M (pH 3.8) y 0.1 mL de AMG (3300 U/mL), se
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mezclo bien el contenido y colocd en un bafio de agua a 50 °C se procedié a incubar

durante 30 min.

Se transfirieron alicuotas de 0.1 mL de los sobrenadantes a tubos de ensayo de vidrio,
se afiadié 0.1 mL de tampdn de acetato de sodio 100 mM (pH 4.5) y 3.0 mL de reactivo
(glucosa oxidasa/peroxidasa) GOPOD. Se incubé a 50 °C durante 20 min.
Posteriormente se leyo la absorbancia de la muestra y de los estdndares de glucosa a
510 nm.
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6.7.1 Analisis rapido de viscosidad

El analisis de las propiedades de pegado se llevo a cabo utilizando un Rapid Visco
Analizer (RVA; RVA-4500, Perten Instruments) y la metodologia descrita por
Chavarria-Ferndndez et al., (2021). Se pesaron 3 g de harina y 25 g de agua, la
muestra fue pesada directamente en un recipiente de aluminio, una vez pesada la
muestra se afadié el agua para obtener un peso total de 28 g. La mezcla se
homogeneiz6 con una paleta de plastico para evitar la formacion de grumos. Se
programo un ciclo de calentamiento y enfriamiento de 15 min en el que las muestras
se sometieron una temperatura de 50 °C durante 1 min, se calentaron a 90 °C en el
min 4:42 y se mantuvo por 7:12 min a 95 °C, se enfrié6 a 50 °C a los 11 min, hasta
terminar la prueba a los 13 min. Los parametros obtenidos fueron la viscosidad pico
(VP), Breakdown (BD), Setback (SB) y viscosidad final (VF). Todas las mediciones se

realizaron por triplicado.
6.7.2 Difraccion de rayos X

Los patrones de difraccion de rayos X se obtuvieron con un difractometro D2 Phaser
(Bruker AXS, Inc, Karlsruhe, Alemania) operado a 30 mA y 40 kV, utilizando radiacion
Ni-filtered.CuKa. Los difractogramas recorrieron un intervalo de 26 de 3-40° utilizando
una velocidad de barrido de 1 min-1. El porcentaje de cristalinidad (%C) se determind
a partir del difractograma calculando el area correspondiente a los picos cristalinos
(Ap; a partir de la diferencia entre el area bajo la curva y el area del fondo amorfo), el
area total bajo la curva (At) y el ruido instrumental (N), segun la siguiente ecuacién
[Koteswara-Reddy et al., 2015]:

%C = - x 100 (7)

El halo amorfo se determind a partir del componente amorfo del almidén obtenido

mediante un procedimiento de extraccion descrito en la ref. [Bogracheva et al., 2001].
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6.8 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante el programa estadistico Sigma-Stat 2011
utilizando un analisis de varianza (ANDEVA) de una via y para evaluar las diferencias
entre los tiempos de fermentacion y los dias de almacenamiento se realiz6 un andlisis
de varianza de dos vias. Para encontrar diferencias estadisticas entre las medias de
los tratamientos, se utilizé la prueba de comparacion de medias multiple de Tukey
(p<=0.05). Se realiz6 una correlacion de Pearson para evaluar la relacion existente
entre las horas de fermentacion y dias de almacenamiento contra la velocidad de

digestion en proteina y almidon.
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Cuantificacién de BAL, levaduras y determinacion de pH en el cultivo
de masa madre

En la Tabla 4 se muestran los resultados del andlisis microbioldgico respecto a la
densidad (log UFC/g) de BAL y levaduras presentes en el cultivo de masa madre a los
dias 0, 3 y 6 de fermentacion, asi como el valor de pH. Encontrandose un incremento
estadisticamente significativo (p<0.05) del dia 0 al dia 6 de fermentacion tanto para
BAL como para levaduras (de 4.18 a 9.15 log UFC/g y 3.76 a 5.23 log UFC/g
respectivamente), por el contrario, se presentd un descenso del pH de 6.13 a 3.83 con
diferencia significativa de p<0.05.

Tomando en cuenta el parametro establecido de BAL para considerar un cultivo de
masa madre maduro debera contener de 9 a 9.47 log UFC/g y para levaduras de 5 a
7.69 log UFC/g (Arendt et al., 2007). Se puede afirmar que, la masa madre elaborada
en esta investigacion se encuentra dentro de los parametros establecidos, asi como
también, muestra similitud con lo reportado por Demirkesen-Bicak et al., (2021) el cual
present6 9.26 + 0.09 log UFC/g de BAL en una fermentacion con harina de trigo integral
a 25 °C, condiciones similares a las que se realizaron en el presente estudio.

El valor de pH inicial fue de 6.13 £ 0.02 que disminuyd durante los dias de fermentacion
finalizando con un pH de 3.83 £ 0.14 lo que indica la madurez de la masa de acuerdo
con Arendt et al., (2007) en el cual se menciona que el pH de una masa madre de trigo
gue ha alcanzado la madurez fluctia entre 3.5 a 4.3. Resultados similares se
reportaron por Rizzello et al., (2012) en masas madre de trigo con pH entre 4.23 + 0.02
y 4.32 £ 0.02.

El desarrollo microbiano en la masa madre puede estar influenciado por diversos
factores como son el tipo de cereal, la temperatura, los periodos de alimentacion o
también conocido como backslopping, el tiempo de fermentacién e inclusive la
hidratacion de la masa, por lo tanto, el perfil microbiano al final de la fermentacion

puede no tener similitud entre una masa madre u otra (Lau et al., 2021).
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TABLA 4. CARACTERIZACION DE BAL, LEVADURAS Y PH EN CULTIVO DE MASA MADRE TIPO |
Fermentacion BAL (log UFC/g) Levaduras (log UFC/g) pH

Dia 0 4.18 £ 0.05° 3.76 £ 0.16* 6.13 £ 0.02¢
Dia 3 8.69 + 0.03" 3.88 £0.13% 3.70 £ 0.15%
Dia 6 9.15 + 0.06° 5.23 +0.07° 3.83+0.14°

Letras minusculas (a-c) diferentes dentro de la misma columna representan las diferencias significativas (p<0.05) entre

las medias. Los resultados son el promedio de tres determinaciones * desviacion estandar
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La Figura 2 muestra el crecimiento de las BAL y levaduras en el cultivo de masa madre
a los dias 0, 3y 6 de fermentacién en este caso se puede notar un incremento tanto
de las BAL como de levaduras siendo mayor en las BAL, esto puede deberse a que
las levaduras tienen que soportar un entorno microbiano estresante caracterizado por
un pH bajo, baja tension de oxigeno y posiblemente baja cantidad de carbohidratos
(maltosa) (De Vuyst et al., 2016). Sin embargo, las interacciones durante la
fermentacion que estan dadas principalmente por la disponibilidad de azlcares en la
harina forman una relacion tréfica (mutualismo nutricional) entre BAL y levaduras
(Oshiro et al., 2021; De Vuyst et al., 2016).

Esta interaccion mutualista consiste en que las cepas de BAL heterofermentativas
como L. sanfranciscensis cuentan con la capacidad de utilizar preferentemente la
maltosa como fuente de energia convirtiendo la maltosa en glucosa-1-P y glucosa
gracias a la enzima maltosa fosforilasa, por lo que la glucosa queda disponible para
las levaduras especificas de la masa madre las cuales se caracterizan por ser

negativas a la maltosa (De Vuyst et al., 2016).
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Figura 2. Crecimiento de BAL, levaduras y cambio de pH en cultivo de masa madre
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7.2 Andlisis quimico proximal en muestras de pan de masa madre

La Tabla 5 muestra los valores del andlisis quimico proximal reportados en 100 g de
muestra, en la cual se aprecia que en comparacion con el pan control, los panes
fermentados con masa madre presentaron menor humedad (30.59 + 0.52 - 20.65 %
0.12) y grasa (0.20 £ 0.05 - 0.01 £ 0.00).

Estudios realizados en masas madre de trigo han demostrado que la absorcion de
agua aumenta con la produccion de &cidos organicos (Arendt et al., 2007) por lo que
la acidez en la masa puede contribuir a una mayor humedad en el pan, sin embargo,
contrario a esto en el presente estudio se encontr6 una ligera pérdida de humedad en
los panes de masa madre, conforme aumentaron las horas de fermentacion a

temperatura ambiente, siendo menos significativa en el pan fermentado a 4 °C.

Lo que hace suponer que durante la fermentacion ocurrié una migracion de agua
relacionada con la temperatura a la que estuvieron expuestos los panes. Un fenomeno
similar se presentd en un estudio en el cual se fermentaron con BAL salchichas de
cordero y fueron almacenadas a diferentes temperaturas, se observo que hubo mayor
movilidad de agua en las salchichas almacenadas a altas temperaturas (20-22 °C) y
mayor humedad en las que fueron almacenadas a 2-4 °C (Wu et al., 1991). En cuanto
a la disminucion de grasa puede deberse a la actividad de las BAL y levaduras
hidrolizando las moléculas de grasa en acidos grasos libres y asi reduciendo el
contenido de grasa (Wulandari et al., 2020).

El contenido de proteina en los panes de masa madre disminuyo en comparacion al
pan control, pero se vio aumentado durante las horas de fermentacion a temperatura
ambiente (8.48 + 0.06 - 8.76 £ 0.27), con un descenso a las 16 h de fermentacion a 4
°C (5.05 + 0.06). Resultados similares se observaron en un estudio realizado por Eze
et al., (2021) en el cual se evalué yogur fermentado durante 5 horas a 43 °C, el cual
presentd una mayor concentracion de proteina durante el periodo de fermentacion. En
otro estudio en el que se evalud el efecto de la fermentacion de fufu sobre sus

caracteristicas nutricionales se observd una
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TABLA 5. ANALISIS QUIMICO PROXIMAL EN 100 G DE MUESTRA DE PAN DE LEVADURA Y MASA MADRE A
DIFERENTES HORAS DE FERMENTACION

Harina de Control 4 h 6 h 8h 16 h
trigo
Humedad 12.60 + 0.032 37.16 + 29.48 + 30.59 + 20.65 + 27.52 +
% 0.06' 0.44¢ 0.52¢ 0.12° 0.15°
Cenizas %  1.07 £0.072 1.64 + 1.81+0.18° 1.85+0.14° 2.18+0.03" 1.74+0.12°
0.43%
Proteina % 10.24 + 0.03¢ 10.74 + 8.48 +0.06° 7.17+0.32° 8.76 +0.27¢ 5.05 + 0.062
0.04¢
Grasa % 0.80+0.13¢ 0.25+0.11° 0.20 + 0.13+0.01° 0.15+0.03* 0.01 +0.00?
0.05P¢

Letras minusculas diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica significativa p<0.05. Los resultados son el

promedio de tres determinaciones + desviacion estandar.
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disminucion de la proteina durante las primeras horas de fermentacién y un aumento
en las ultimas horas (Oyewole & Odunfa, 1989).

El proceso de fermentacion contribuye a la degradacion de proteinas a péptidos de
cadena corta por la accion de las enzimas proteoliticas secretadas por las BAL
(Syrokou et al., 2021; Chen et al., 2021), asi también, la temperatura de fermentacion
puede acelerar el proceso de degradacion proteica desencadenando una autocatélisis
de las BAL y convirtiendo la proteina en proteina microbiana (Sun et al., 2020; Oyewole
& Odunfa, 1989). Lo que puede explicar un incremento de proteina durante las
primeras horas de fermentacion a temperatura ambiente y el descenso en la muestra

fermentada por 16 h a una temperatura de refrigeracion (4 °C).

El contenido de cenizas en los panes elaborados con masa madre no presento
diferencia estadistica significativa (p<0.05) en relacion al pan control. Similar
comportamiento y valores en el contenido de cenizas fueron reportados por
Demirkesen-Bicak et al., (2021).

7.3 Andlisis de perfil de textura

Los parametros de textura (dureza, cohesividad, masticabilidad, resiliencia,
elasticidad) son mostrados en la Tabla 6. El analisis estadistico de dos vias en este
parametro de textura se realizd con el fin de observar si la variable tiempo de
fermentacion o tiempo de almacenamiento juegan un papel importante sobre la textura
de los panes de masa madre. La dureza es el parametro mas importante que muestra
la fuerza maxima necesaria para comprimir el pan y es mostrado como el primer pico
en la gréfica del TPA. La dureza en el pan control (C1:30) fermentado con levadura,
mostro los valores mas bajos de dureza en los diferentes tiempos de almacenamiento
(0, 2 y 4 dias). Sin embargo, en los panes de masa madre se observd un
comportamiento de incremento de dureza conforme se incrementd el tiempo de
fermentacion y los dias de almacenamiento. Gomez-Guillen et al., (2002), reportaron
gue la dureza del pan esta relacionada con un bajo contenido de humedad, que

favorece la interaccion entre el gluten.

38



Como se observa en la Tabla 5, el mayor contenido de humedad se presento en el pan
control y el menor contenido de humedad lo present6 el pan fermentado con masa
madre por 8 h, esta muestra, por el contrario, presentd la mayor dureza. Otro estudio
reporté que los valores de dureza incrementan cuando se adiciona masa madre e
incrementa la temperatura de fermentacion (Siepmann, et al., 2019). El incremento de
la dureza observado tanto en el pan control como en los panes de masa madre
respecto a los dias de almacenamiento, puede ser debido a la perdida de humedad
durante el almacenamiento, lo que podria estar favoreciendo la interaccion entre las
proteinas del gluten, fortaleciendo la estructura interna del pan. El andlisis estadistico
mostré6 que en general ambos factores, tiempo de fermentacién y tiempo de
almacenamiento influyen en el parametro de dureza del pan (p<0.05).

La cohesion es un indicador entre la union de los enlaces internos que componen la
miga del pan que a su vez esta relacionada con la energia necesaria para masticar los
alimentos (Li et al., 2021; Iglesias-Puig, & Haros, 2013). Los valores de cohesion se
muestran en la Tabla 6, exhibiendo en el pan control valores de 0.587 + 0.04, 0.519 +
0.03 y 0.422 + 0.01 respecto a los dias de almacenamiento de 0, 2 y 4,
respectivamente. De acuerdo con el analisis estadistico la variable tiempo de
almacenamiento no influye sobre la cohesion en los panes, ya que, no se observo
diferencia estadistica significativa (p<0.05). Sin embargo, por el efecto del tiempo de
fermentacion valores mayores de cohesion fueron observados a las 8 h, seguido por
el de 16 h, y valores mas bajos de cohesion fueron observados en los tiempos de 4h
y 6h de fermentacion, no mostrando diferencias estadisticas entre ellos (p<0.05).
Algunos reportes mencionan que las propiedades de textura como firmeza,
masticabilidad pueden estar influenciadas por el incremento del peso molecular de las
proteinas resultado de la accidon de entrecruzamiento enzimatico durante la hidrolisis

de la masa (Marco et al., 2008).
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TABLA 6. ANALISIS DE PERFIL DE TEXTURA (TPA) EN PANES DE MASA MADRE A DIFERENTES HORAS DE FERMENTACION Y
DIAS DE ALMACENAMIENTOA A 25 Y 4 °C

Tiempo (dias)

Fermentacion (h) 0 2 4
Dureza (N) C 1:30 0.043 + 0.00* 69.448 + 8.30* 120.214 + 0.24%
4 0.260 + 0.04%* 64.076 + 4.70 238.636 + 8.93%
6 0.372 + 0.03® 93.470 + 2.63" 257.703 + 10.44%
8 0.991 + 0.18% 116.705 + 8.08 304.265 + 19.14%
16* 0.537 + 0.07** 124.942 + 9.99%3 347.915 + 4.57%
Cohesién C 1:30 0.587 + 0.04" 0.519 + 0.03" 0.422 + 0.012!
4 0.448 + 0.08* 0.446 + 0.00* 0.469 + 0.01*
6 0.486 + 0.05* 0.428 + 0.08 0.451 + 0.022!
8 0.641 + 0.07® 0.653 + 0.00% 0.628 + 0.04*
16* 0.529 + 0.07* 0.491 + 0.13% 0.589 + 0.03*2
Masticabilidad (N) C 1:30 0.012 + 0.00% 30.280 + 3.53" 43.849 + 3.93"
4 0.078 + 0.03% 25.823 + 1.94% 95.118 + 14.30%
6 0.115 + 0.02% 34.983 + 5.98" 100.917 + 5.43%
8 0.515 + 0.05% 63.648 + 4.10"2 160.942 + 2.70%
16* 0.198 + 0.06% 56.728 + 19.98"2 187.764 + 15.81%
Resiliencia C 1:30 0.288 + 0.44% 0.320 + 0.02"2 0.269 + 0.02%
4 0.237 + 0.04* 0.270 + 0.01"* 0.277 +0.01"
6 0.223 + 0.03* 0.275 + 0.00"* 0.249 + 0.02%
8 0.340 + 0.06"2 0.302 + 0.01"* 0.241 + 0.03%
16* 0.263 + 0.04% 0.364 + 0.06"2 0.306 + 0.00%2
Elasticidad C 1:30 0.459 + 0.04% 0.845 + 0.10" 0.862 + 0.04"*
4 0.649 + 0.14% 0.903 + 0.02"2 0.848 + 0.10"
6 0.641 + 0.13% 0.877 + 0.02" 0.868 + 0.03"*
8 0.821 + 0.01% 0.835 + 0.00"* 0.843 + 0.00"*
16* 0.697 + 0.14% 0.906 + 0.02"2 0.914 + 0.01°2
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Aletras mindsculas diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica significativa p<0.05, por efecto de dias de almacenamiento.
Numeros diferentes dentro de la misma columna indican una diferencia estadistica significativa de p<0.05, por efecto del tiempo de
fermentacion. Control (C); Horas (h); * pan fermentado a 4 °C por 16 h. Los resultados son el promedio de tres determinaciones +

desviacién estandar.
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Esto podria explicar los valores ligeramente mayores observados en el pan de masa
madre obtenido a las 8 h de fermentacidén en los pardmetros de dureza, cohesion,
masticabilidad y resiliencia. Ya que como se observa en la Tabla 5 y figura 3, esta
muestra presentd un incremento en el contenido de proteinas. Una alta cohesividad
durante el tiempo de almacenamiento es deseable en el pan porque puede formar un
bolo, en lugar de desintegrarse, durante la masticaciéon (Calvin et al., 2010). El analisis
estadistico mostro que la variable tiempo de fermentacion influye en el parametro de

cohesion.

Control TO T 16 h TO

Figura 3. Imagen de la estructura interna de los panes de masa madre y pan
control. Horas (h); Tiempo 0 de almacenamiento (TO)

La masticabilidad se define como la fuerza necesaria para triturar y masticar un
alimento hasta antes de tragarlo. Menores valores de masticabilidad fueron
observados en el pan control (Ver Tabla 6), mostrando un incremento de ~13N, del dia
2 al dia 4 de almacenamiento, en comparaciéon con los panes de masa madre. El
tiempo de fermentacién (4, 6, y 8h) y el almacenamiento (0, 2, y 4 dias) mostraron
tener efecto sobre la fuerza de masticabilidad, ya que se observa un incremento en los
valores de masticabilidad para ambas variables de estudio, mostrando diferencias
estadisticas significativas (p<0.05), comportamiento similar fue observado en la dureza
por Demirkesen-Bicak et al., (2021), reportaron que el tipo de masa madre, (Tipo 1;
espontanea, Tipo 2; adicion de lactobacillus), asi como la temperatura de fermentacion
influyen en las propiedades de textura del pan obtenido. El pan de masa madre
obtenido a las 16 h de fermentacion a 4 °C, y recién elaborado (dia 0) mostré una
disminucién en la masticabilidad (0.198 N), en comparacion con el pan fermentado por
8 h a 30 °C, similar comportamiento fue también observado en la dureza, resiliencia y

elasticidad. Este fendmeno podria ser explicado, ya que, durante la fermentacion en
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refrigeracion la perdida de agua pudo ser minima, y esta podria estar actuando como
plastificante, influyendo en los parametros de dureza (Davidou et al., 1996).

La resiliencia es una medida de la capacidad de un producto para volver a su posicién
original. Como se muestra en la Tabla 6, el pan obtenido de masa madre a las 8 h de
fermentacion a 25 °C, mostro los valores mas altos de resiliencia (recién horneados),
en comparacion que los obtenidos a 4 h, 6 h, y pan control. Por otro lado, la
temperatura de fermentacion de la masa madre influye sobre las propiedades de
textura, ya que el pan obtenido por fermentacién de la masa por 16 h en frio (4°C)
mostrd valores menores que a las 8 h, comportamiento que fue observado en todas
las propiedades de textura. Respecto al tiempo de almacenamiento podemos observar
un ligero incremento al dia 2 de almacenamiento, lo que podria concordar con la ligera
disminucion de la cohesividad. Una cohesividad menor indica una menor adhesion
interna del pan (Calvin et al., 2010), lo que podria indicar la facilidad del pan de
regresar a su posicion original, incrementando la resiliencia.

Sin embargo, al dia 4 de almacenamiento, se observo una ligera disminucion en la
resiliencia del pan, lo que indica una mayor dureza del pan, incrementando, hasta 2
veces los valores observados en el dia 2 de almacenamiento, este fendmeno podria
estar asociado al reordenamiento de las cadenas de amilosa, el cual es favorecido en
alimentos con altos contenidos de almidén, y por el tiempo de almacenamiento
(Wanjuu et al., 2018). Entonces esto provocaria una disminucién de la capacidad del
pan de regresar a su posicion original después de aplicar una fuerza de compresion.
Similar comportamiento fue presentado por Calvin et al., (2010), en panes elaborados
de almidones de cassava y sorgo pregelatinizado. Estos mismos autores mencionan
gue cambios en la elasticidad y la resiliencia reflejan cambios en la elasticidad de la
miga. El analisis estadistico de dos vias mostré que los cambios en la resiliencia se
deben mas al efecto del tiempo de almacenamiento, que a las horas de fermentacion
(4, 6,y 8 h) entre los panes obtenidos de masa madre.

La elasticidad es un atributo muy importante de la calidad de los panes, ya que revela
la capacidad de la muestra para recuperar su altura durante el tiempo que transcurre
entre el final de la primera compresion y el inicio de la segunda. La elasticidad se

asocia a un producto fresco y aireado (Sanz et al., 2009) Por tanto, la calidad de
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productos de panaderia podria ser asociados a valores altos de elasticidad. Los
resultados obtenidos de elasticidad en los panes de masa madre se muestra en la
Tabla 6. Observando que los panes recién elaborados de masa madre mostraron un
intervalo de elasticidad de 0.64 % a 0.821%, mayor al obtenido en el pan control con
valores de 0.459%. Esto indica una mayor frescura y uniformidad en los alveolos (Ver
Figura 3), el cual es mas notorio en el pan de masa madre a las 8 h. Baixauli, (2008),
reporto que la disminucion de la elasticidad esta asociada a una disminucion del
namero de burbujas de aire (alveolos) y a la existencia de una matriz mas densa.

Este comportamiento también fue observado en este estudio (Ver Figura 3), en donde
el pan control mostro menor elasticidad, presentando una matriz densa. Con respecto
a los dias de almacenamiento se puede observar que en general los valores de
elasticidad incrementaron en el dia 2, no mostrando diferencia estadistica significativa
(p<0.05), con el dia 4 de almacenamiento. Los cambios en la elasticidad reflejan
cambios en la elasticidad de la miga, este parametro disminuye gradualmente, lo que
implica que se puede mantener una recuperacion retardada incluso en el pan
almacenado (Moore et al., 2004). Esto podria explicar el incremento de la elasticidad
en el dia 2 de almacenamiento. Otros autores han reportado que la elasticidad, al igual
gue la dureza, depende en gran medida del contenido de humedad, la redistribucion
de la humedad y la retrogradacién del almidon (Osella et al., 2005; Lazaridou &
Biliaderis, 2009) durante el almacenamiento. El analisis estadistico mostré que la
variable tiempo de almacenamiento hasta los 4 dias influye mas sobre los valores de

elasticidad que la variable tiempo de fermentacion.

7.4 Andlisis de color

Los valores de luminosidad (L*) y cambio de color (AE) en las muestras de harinas
obtenidas de los panes liofilizados de pan control (fermentado con levadura) y de masa
madre fermentados a diferentes horas y temperaturas, asi como, durante los dias 0, 2
y 4 de almacenamiento se presentan en la Tabla 7. La luminosidad presento una
disminucién en los panes de masa madre conforme aumentaron las horas de
fermentacion a 25 °C en el dia 0 de almacenamiento, la muestra fermentada por 16 h

a 4 °C presentdé una mayor L* en comparacion con las muestras de 4, 6 y 8 h. En
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general todas las muestras de masa madre mostraron disminucion estadisticamente
significativa (p<0.05) en los valores de L* al dia O de almacenamiento, por otro lado,
respecto a los dias de almacenamiento no se encontraron diferencias significativas en
el pan control, como se puede apreciar en las fotografias tomadas del pan entero y de
las harinas obtenidas en los panes recién horneados (Tiempo 0), a los 2 y 4 dias de
almacenamiento (Figura 4). El efecto tiempo de fermentacién en el pan de masa madre
mostrd tener mayor efecto sobre la L*, que el tiempo de almacenamiento.

Un comportamiento similar se observd en panes de harina de trigo adicionada con
harina de cacahuate germinado, disminuyendo el valor de L* conforme increment6 el
porcentaje de sustitucién (Chinma et al., 2023). Asi también, otro estudio en el que se
evaluaron las propiedades de panes fermentados con masa madre y adicionados con
extracto de lapulo mostré una disminucion de L* y aumento de AE en comparacién con
la muestra control (Irakli et al., 2019). La disminucion de L* con el incremento en el
tiempo de fermentacion puede atribuirse a la hidrolisis parcial de las proteinas del
gluten contenidas en el pan, dando lugar probablemente al fenOmeno de
oscurecimiento no enzimatico, también conocido como reacciones de Maillard,
favorecido por la formacion de azucares reductores y aminodacidos libres producto de
la fermentacion de la masa madre que son transformados durante el proceso de
horneado dando lugar al color en la corteza del pan (Durmaz et al., 2023; Torrieri et
al., 2014)
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TABLA 7. LUMINOSIDAD (L*) Y CAMBIO DE COLOR (AE) EN PANES DE LEVADURA Y MASA MADRE A
DIFERENTES HORAS DE FERMENTACION Y DIAS DE ALMACENAMIENTO

Dias de almacenamiento

Muestra 0 2 4 0 2 4
(M) (h) L* AE
C 87.00 = 87.67 87.68 - - -
1:30 1.01% 0.543 0.15%3
25°C 4 83.43 82.67 % 82.79 5.21+1.01*® 6.58 +0.95°! 6.60 +0.11%
0.8223 0.5432 0.4122
6 80.72 £ 81.77 £ 83.98 + 7.20 +0.79"3 7.07 £ 5.06 + 0.91%
0.55%? 0.852 0.77¢2 1.58P12
8 72.19 + 74.55 * 73.77 16.78 = 1591 + 17.26
0.85% 0.41 0.39M 0.843b4 0.8723 0.623
4°C 16* 85.13 + 84.12 + 83.38 + 2.84 +1.002 5.40 +0.54°* 7.09 + 0.29¢
0.60% 0.39P3 0.4122

Letras minusculas diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica significativa p<0.05, por efecto de dias de

almacenamiento. Numeros diferentes dentro de la misma columna indican una diferencia estadistica significativa

de p<0.05, por efecto de las horas de fermentacion. Horas (h); * pan fermentado a 4 °C por 16 h; Pan control

(C). Los resultados son el promedio de 10 determinaciones * desviacién estandar.
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En la Figura 4, se observa que la harina obtenida del pan de masa madre a las 16 h
(4 °C), es ligeramente més clara que las harinas de panes de masa madre fermentados
a 25 °C, tanto en los panes recién elaborados (T0), como en los almacenados por 4
dias (T4). El aumento de L* en el pan fermentado por 16 h a 4 °C en comparacién con
los panes fermentados a 25 °C se puede atribuir a la temperatura de fermentacién, ya
gue, la actividad de las BAL y levaduras a bajas temperaturas disminuye, por lo tanto,
se puede ver reducida la cantidad de azucares reductores y aminoacidos libres (Zeng
et al., 2023).

El color se considera un parametro de calidad en los panes y dependen
fundamentalmente de las condiciones de fabricacion, entre las que se puede destacar
el pH, contenido de agua, azucares reductores y aminoacidos libres, asi como, el
tiempo y temperatura de horneado, Cacak-Pietrzak et al., (2021) menciona que, de
acuerdo con la Comisién Internacional de Iluminacion (CIl), la diferencia de color se
clasifica de la siguiente manera: AE en un intervalo de 0-2 indica diferencia
irreconocible; intervalo entre 2-3.5 indica una diferencia de color reconocible por un
observador inexperto; y valores de mas de 3.5 representan una clara diferencia de
color. Basado en los parametros de la Cll, un aumento en los valores de AE, indican
una notable diferencia en el color como se observa en este estudio en la muestra
fermentada por 8 h con 16.78 + 0.84, 15.91 + 0.87 y 17.26 + 0.62, con relacion a los
dias de almacenamiento 0, 2 y 4, respectivamente, seguidos por la fermentacion de 6
y 4 h. Este comportamiento puede ser debido a una mayor hidrélisis de proteinas por
accion de las BAL durante un mayor tiempo de fermentacion y mayor temperatura, lo
gue contribuye a que se lleven a cabo las reacciones de Maillard y caramelizacion
durante el horneado, lo que impacta en el color final del producto. Esta diferencia en

color puede ser observada en la Figura 4 en donde 8 h>6 h >4 h.
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Control - T4

Figura 4. Color en harinas de pan control y panes de masa madre a diferentes horas
de fermentacion y dias de almacenamiento. Panes enteros (A); Harinas
obtenidas de los panes (B); Horas (h); Tiempo cero de almacenamiento (TO);

Tiempo cuatro de almacenamiento (T4).

48



7.5 Porcentaje de digestibilidad de proteina in vitro (IVPD)

La Tabla 8 se muestra el porcentaje de digestibilidad de proteina in vitro. Para esta
determinacioén se utiliz6 un protocolo que imita la digestion gastrointestinal "in vitro",
gue estima la digestién proteica de los diferentes panes de estudio, asi como la
muestra de harina de trigo, materia prima para la elaboracion de los panes. En la
muestra fermentada a las 8 h a 25 °C se obtuvo un porcentaje de digestibilidad del
79.59 + 0.83%, estadisticamente mayor a la fermentacién de 4 h a 25 °C con un
porcentaje de digestibilidad del 77.60 + 0.31%. El pan fermentado por 16 h a 4 °C
obtuvo un valor de 80.26 + 0.27%, significativamente (p<0.05) mayor en comparacion
con la muestra control que obtuvo un porcentaje de 78.26 + 0.58%.

Las muestras de masa madre fermentadas durante 4, 6 y 8 h a 25 °C no presentaron
diferencias significativas respecto al pan control, sin embargo, la muestra de 16 h a 4
°C si lo presenta, a pesar de que una temperatura mayor de fermentacion, reduce el
pH, incrementa la actividad de las BAL y levaduras favoreciendo la acidificacion y
protedlisis en la masa (Zeng et al., 2023), es probable que el tiempo de fermentacion
haya sido demasiado corto sobre todo en la muestra de 4 h de fermentacion, limitando
la actividad de las BAL, asi también, pueden influir otros factores como complejos con
almidon o la presencia de factores anti nutricios (Costantini et al., 2022). Diversos
autores han destacado que la fermentacion prolongada de la masa madre puede
afectar de manera positiva la digestion de proteina in vitro por la accion de las BAL y
posiblemente una reduccion de algunos factores anti nutricios como el inhibidor de
tripsina (Thiele et al, 2002; Curiel, 2014; Rizzello et al., 2012). Por lo tanto, en este
caso el aumento de digestibilidad de proteina se atribuye principalmente al tiempo
prolongado de fermentacion.

Un comportamiento similar se observo en un estudio donde se evaluaron panes de
diferentes cereales que fueron fermentados con masa madre y levadura comercial
durante 6 y 24 h, obteniendo un mayor porcentaje de digestibilidad en los panes
fermentados con masa madre por 24 h en comparacion con los panes fermentados

con levadura comercial (Costantini et al., 2022).
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TABLA 8. PORCENTAJE DE DIGESTIBILIDAD EN HARINA DE TRIGO, PAN DE LEVADURA Y PANES DE MASA
MADRE A DIFERENTES HORAS DE FERMENTACION A 25 °C Y 4 °C.

Muestras % de digestibilidad
(T) (h)

Harina 78.51 + 0.25%
25°C C 1:30 78.26 + 0.58%
4 77.60 £ 0.312
6 78.57 + 0.27%
8 79.59 + 0.83
4°C 16* 80.26 £ 0.27¢

Letras minusculas diferentes (a-c) indican diferencia estadistica significativa p<0.05, por efecto de las horas de
fermentacion. Pan control (C); Temperatura (T); Horas (h); * pan fermentado a 4 °C por 16 h. Los resultados son

el promedio de tres determinaciones + desviacion estandar.
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7.6 Electroforesis

En la Figura 5 se puede apreciar el perfil electroforético obtenido para las proteinas
extraidas de las diferentes muestras de harina de trigo y de panes fermentados con
levadura y masa madre a diferentes horas. De acuerdo con Cho et al., (2021), las
principales proteinas presentes en el trigo son las proteinas del gluten (gliadinas y
gluteninas) las gliadinas se dividen en a, B, yy w dependiendo su peso molecular que
esta entre 20 a 75 kDa, por otro lado, se encuentran las gluteninas formadas por dos
grupos de subunidades las primeras de bajo peso molecular (BPM) de 20 a 45 kDa y
las segundas de alto peso molecular (APM) entre 70 a 90 kDa, en base a estos datos

podemos relacionar los hallazgos observados en la Figura 5.

En este caso el marcador de peso molecular (15 — 250 kDa) se presenta en la primera
linea de izquierda a derecha, continuando con la muestra de harina de trigo seguida
del pan control (fermentado con levadura) y los panes fermentados con masa madre
a4, 6, 8y 16 h, asi como, una muestra del pan fermentado a 6 h el dia 6 de
almacenamiento, con el fin de conocer si el tiempo de almacenamiento tendria algan
efecto en la hidrolisis de las proteinas, no encontrando una diferencia en la intecidad
de las bandas de pesos moleculares, lo que indica que el tiempo de almacenamiento
no influye en la degradacion de las proteinas. La linea final contiene 1ug de lisozima

pura como referente de carga.

Se puede notar que el pan control presenta las bandas mas intensas y de mayor
espesor en las fracciones proteicas entre 20 a 100 kDa, lo que indica la presencia de
fracciones pertenecientes a gliadinas y gluteninas, por el contrario, las muestras de
pan fermentadas con masa madre muestran una ligera degradacion durante las horas
de fermentacién en las bandas 25, 40, 65, 75 y 100 kDa pertenecientes a las fracciones
de gliadinas y gluteninas de APM y BPM. Se observé una disminucion de las fracciones
proteicas en la muestra de 4 h, degradandose ligeramente mas en la muestra de 6 h,
con un incremento a las 8 h de fermentacion a 25 °C, este fenOmeno esté relacionado

directamente con el contenido de proteina (Tabla 5).
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Figura 5. Patron electroforético en SDS-PAGE de harina de trigo, pan control y

panes fermentados con masa madre a diferentes horas.
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La muestra de 16 h de fermentacion a 4 °C fue la que presento las bandas proteicas
mas tenues, a pesar que la fermentacion a bajas temperaturas ralentiza la actividad
proteolitica (Sun et al., 2020). Es probable que el incremento en horas de fermentacion
(de 8 a 16 h) haya favorecido la protedlisis en la muestra fermentada a 4 °C.
Comportamiento similar fue reportado en masas madre de harina de trigo
observandose bandas muy débiles alrededor de 15, 25 y 40 kDa después de 24 horas
de fermentacién (Fu et al., 2020). Yin et al., (2015) analizaron masas madre de trigo
fermentadas con Lactobacillus Plantarum en mezcla con levadura y masas solo con
levadura comercial, presentando mayor proteodlisis (disminucion de espesor e
intensidad de las bandas) en las masas madre con el microorganismo en comparacion
con las que solo fueron fermentadas con levadura comercial, a la vez que aumento el
tiempo de fermentacion.

Estos resultados pueden relacionarse con los reportados en la Tabla 8, donde se
muestra un mayor porcentaje de digestibilidad en el pan fermentado a las 16 h, lo cual
puede deberse a la actividad de las peptidasas microbianas durante las horas de
fermentacion, que se reflejo0 en la degradacidon de secuencias ricas en prolina
pertenecientes a las fracciones de gliadina presentes en el trigo, ya que estas
proteinas en abundancia provocan una digestion incompleta desencadenando

sintomas gastrointestinales (Scherf et al., 2016; Costantini et al., 2022).
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7.7 Digestibilidad de almidon

Muchos factores intrinsecos y extrinsecos pueden afectar a la digestibilidad del
almidén en el pan de trigo. Los ingredientes basicos del pan de trigo son la harina de
trigo, el agua y levadura, que se mezclan, amasan, fermentan y, finalmente, se
hornean para elaborar productos de panaderia. La composicion de estos ingredientes
puede afectar en gran medida a la digestibilidad del almidon presente en el pan de
trigo (Qi et al., 2022).

Los resultados de las fracciones de almidon de rdpida (ARD), lenta digestion (ALD) y
almidon resistente (AR) para cada una de las formulaciones y el efecto de los dias de
almacenamiento se muestran en la Tabla 5. En general, se observa que los primeros
dos dias de almacenamiento no afectaron la proporcion de ARD, ya que entre el dia O
y el dia 2 de almacenamiento no se observa diferencia estadistica significativa
(p<0.05). Sin embargo, se puede observar que en el dia 4 de almacenamiento
aproximadamente hay una reduccion promedio del 10%, en la taza del ARD en todas
las muestras. Este comportamiento puede ser atribuido a que, en los primeros dias de
almacenamiento, no hay un reordenamiento molecular de las cadenas de amilosa que
impacte en la taza del ARD, pero a los 4 dias de almacenamiento este reordenamiento
de las cadenas de amilosa y amilopectina podria ya estar influenciando la velocidad
de hidrolisis (Corrado et al., 2023) en el pan. Similar comportamiento fue reportado por
Shumoy et al., (2018), en panes fortificados con harina de teff, fermentados con masa
madre, a los 5 dias de almacenamiento.

En relacion a las horas de fermentacion la muestra control y el pan fermentado con
masa madre por 4 h presentaron mayor % de ALD, en panes recién elaborados y
también respecto a los dias de almacenamiento, en comparacion al % de ALD en los
panes de masa madre fermentados a 6, 8 y 16 h. Estos altos valores pueden ser debido
a factores como tiempo de hidrolisis del almidon, ya que el tiempo de fermentacion
(hidrolisis) en el pan control (1:30 h) y de 4 h para BAL (masa madre), es muy corto
por lo que podrian quedar algunos granulos de almiddn intactos, contribuyendo a la
cristalinidad, impactando en la velocidad de hidrolisis del pan.

La disminucion del ARD, e incremento del ALD y AR es debido a que, durante el

almacenamiento, el almidén gelatinizado en los panes inicia un reordenamiento
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molecular de cadenas de amilosa (retrogradacion), impactando en la taza de hidrolisis
del ALD y el contenido de AR. Con respecto a los valores obtenidos de ALD en los
panes de masa madre no se observé un comportamiento claro respecto a que si el
tiempo de fermentacién o el tiempo de almacenamiento influyen en este parametro.
Mas estudios podrian ser enfocados en este sentido para dilucidar a que se debe este
comportamiento, Shumoy et al., (2018), también observo en resultados obtenidos en
panes hechos de harina de trigo y tef, fermentados con masa madre, en donde estudio
el efecto de las diferentes concentraciones de la masa madre y tiempo de
almacenamiento sobre la tasa de digestion del almidén, reportando que no hay una
influencia clara de las proporciones de masa madre y el tiempo de almacenamiento
sobre el contenido de ARD y ALD, en los panes.

El contenido de proteina presentes en la harina de trigo también podria interferir en
diversos mecanismos que reducen la digestibilidad del almidon, debido a que, se
puede llegar a formar una red que atrapa el almidon mediante enlaces disulfuro,
competir con la absorcion del agua lo cual impide una adecuada gelatinizacion de
almidon durante la coccion y formar complejos binarios (gluten-almidon) mediante
puentes de hidrogeno e interacciones no polares inhibiendo la actividad de las enzimas
digestivas (Qi et al., 2022).

El contenido de AR en el dia 0 de almacenamiento fue significativamente menor
(p<0.05) en las muestras fermentadas con masa madre por 6, 8 y 16 h. Sin embargo,
con el incremento del tiempo de almacenamiento se observa un incremento en el
contenido de AR, el cual es mas notorio en el dia 4 de almacenamiento, observando
una diferencia estadistica significativa (p<0.05), en comparacion con los dias 0y 2 de

almacenamiento.
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TABLA 9. DIGESTIBILIDAD DE ALMIDON (%) EN PANES DE MASA MADRE CON DIFERENTES HORAS DE

FERMENTACION Y DIAS DE ALMACENAMIENTO

Digestibilidad de almidon

Muestra
(T) (h)
25 °C C 1:30
4
6
8
4°C 16*

25°C C 1:30

4°C 16*

25°C C 1:30

Dias de almacenamiento

2

71.16 + 0.45P1
67.15 +1.73%
81.12 + 0.20
76.00 + 2,922
77.42 +0.27"2

14.43 £ 0.362
14.98 + 0.46%2
7.94 + 0.05%
7.37 £1.543
7.22 £ 0.25%

0.99 £ 0.01%?
0.86 + 0.00%?
0.74 £ 0.10%
0.69 £ 0.05%!

Almidon de rapida digestién

70.10 + 3.78P1
68.85 + 2.851
79.01 + 1.09%2
76.35 + 0.82b2
77.04 + 0.552

Almidén de lenta digestion

15.92 + 0.933
14.80 + 0.9233
9.48 + 0.912
6.22 £ 0.273!
8.32 + 0.1832

Almidoén resistente

1.06 £ 0.0122
0.91 £ 0.01%2
0.84 + 0.08%!
0.80 + 0.023!

53.30 + 0.702%
58.58 + 0.9131
64.74 £ 0.8122
65.51 +1.48%2
66.85 + 0.8322

25.94 + 0.09%
18.56 + 3.183
7.08 £ 0.273
6.18 £ 0.25%
10.28 + 2.292

1.35+0.07"
1.78 + 0.09?
1.3 £0.01"
1.45 +0.03
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4°C 16* 0.73 £+ 0.05% 1.03 £ 0.01 1.32 + 0.04¢1

Letras minasculas diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica significativa p<0.05, por efecto de dias de
almacenamiento. Numeros diferentes dentro de la misma columna indican una diferencia estadistica significativa
de p<0.05, por efecto de las horas de fermentacion. Pan control (C); Horas (h); * pan fermentado a 4 °C por 16
h. Los resultados son el promedio de tres determinaciones + desviacion estandar.
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Patron inverso al observado con el contenido de ARD. El contenido de AR formado
durante el almacenamiento fue mayor en los panes fermentado con masa madre que
en el pan fermentado con levadura, este % fue obtenido de la resta entre el Tiempo 4
y el Tiempo 0 (T4-TO), con valores para el pan control de 0.36% y para los de masa
madre de 0.92%, 0.56%, 0.76%, y 0.59%, para 4 h, 6 h, 8 h'y 16 h de fermentacion,
respectivamente. Este mayor incremento de AR en lo panes de masa madre puede
deberse a varios factores, como la integridad cristalina del almidén de trigo al inicio de
la hidrolisis (Wang et al., (2021), a la formacién de acidos organicos durante la
fermentacion por BAL, lo que afecta la velocidad de hidrolisis del almidén (Stamataki
et al.,, 2017), y después de que se lleva el proceso de horneado del pan, este
incremento de AR esta asociado con la retrogradacion de las cadenas de amilosa. La
retrogradacion es el fenomeno de recristalizacion, en el cual el almidén gelatinizado
pasa del estado disperso o amorfo a un estado agregado o cristalino (Bello-Pérez et
al., 2005). Chung & Liu, (2009), mencionan que hay una mayor tendencia a la
retrogradacion en las fracciones de amilosa que hayan sufrido una mayor hidrolisis
enzimatica o tengan un menor peso molecular, favoreciendo la movilizacion de estas
en el medio para la formacion de doble hélices durante el enfriamiento. Este fendmeno
podria estar ocurriendo en los panes de masa madre, a mayor tiempo de fermentacion
mayor hidrolisis de amilosa, y por ende mayor reorganizaciéon molecular. Por lo tanto,
los posibles granos intactos que resisten la gelatinizacion a tiempos cortos de
hidrolisis, la formacién de &cidos organicos durante la fermentacion (LAB) y la
temperatura de fermentacion en la elaboracion de panes de masa madre (Hilal
Demirkesen-Bicak et al. 2021), podrian incluir en la formacién de AR en los panes de

masa madre.
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7.7.1 Perfil de viscosidad

En relacion al perfil de viscosidad que se muestra en la Tabla 10, se aprecia un pico
de viscosidad (PV) mayor en el pan control (270.3 = 7.50 - 295.3 + 0.57 cP) en
comparacién con los panes de masa madre y un valor estadisticamente significativo
(p<0.05) menor en el pan fermentado por 8 h (100.3 + 1.15 - 110.6 + 2.51 cP), no
encontrandose grandes diferencias significativas durante los dias de almacenamiento.
En relacién a la viscosidad final (VF) los panes de masa madre fermentados a4 y 16
h (230 £2.64-241.6 £7.37 cPy 242.6 £ 2.08-245 + 2 cP respectivamente), asi como,
el pan control (239.3 £ 3.5 - 252.3 + 0.57 cP) presentaron diferencias estadisticas
significativas (p<0.05) mayores a los panes fermentados por 6 y 8 h, por otro lado se
observo diferencia estadisticamente menor en el pan fermentado por 8 h (132 + 1 -
146 = 2.64 cP) con el mismo comportamiento tanto en el dia 0 como el dia 4 de
almacenamiento (Tabla 10).

Hong et al., 2022 reportaron un comportamiento similar en almidon de trigo fermentado
con bifidobacterias a diferentes tiempos de fermentacion (de 0 a 12 h), mostrando una
disminucion de la viscosidad durante las horas de fermentacion, este hallazgo nos lleva
a creer que, durante la fermentacion, la amilopectina pierde su capacidad de absorber
y retener moléculas de agua, (lo que se traduce en una mayor viscosidad). Esto ocurre
debido al ataque enzimatico que sufren las cadenas de amilopectina, reduciendo asi
su grado de ramificacion (Li et al., 2017).

En relacion a los resultados de breakdown que indica la estabilidad y el grado de
desintegracion de los granulos de almidon al verse disminuido este valor, se observa
en la Tabla 10 una diferencia estadistica significativa (p<0.05) mayor en el pan control
(77 £1.73 - 81.6 £ 0.57 cP) en comparacion con los panes de masa madre con una

ligera disminucion durante el almacenamiento.
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TABLA 10. PROPIEDADES DE PEGADO DE LAS FORMULACIONES CON DIFERENTES HORAS DE

FERMENTACION Y DIAS DE ALMACENAMIENTO EN PANES DE MASA MADRE

Propiedades de pegado

(M

25°C

25°C

4°C

25°C

25°C

Muestra Dias de almacenamiento
(h) 0 2 4
PV
1:30C 270.3 + 7.50% 295.3 + 0.57"3 280 + 3.60%°
219.6 + 2.30"3 223 + 6.08 214.3 + 1.5222
185.3 + 2.30%2 211.3 + 2.88"2 226.3 + 1.15°2
110.6 + 2,51 101 + 13 100.3 + 1.1531
16* 214 + 233 222.3 + 0.57"2 220 + 2.64a"2
VF
1:30C 243.6 + 6.80%3 252.3 + 0.57"2 239.3 £ 3.518%
239 + 2.64°23 241.6 + 7.37"2 230 + 2.64%2
212 + 0.5722 230.3 + 1.15 247.3 £ 0.57¢3
146 + 2.64 135.6 + 1.523¢ 132 + 1.00%!
16* 245 + 2.00%3 243.3 £ 0.5722 242.6 + 2.08%
Breakdown
1:30C 81.6 + 0.571* 80.3 + 0.57303 77 +1.73%
4 63.3 + 0.57" 57 + 2.00%? 53.6 + 1.52%2
6 51+ 1.73% 60 + 1.73% 65.3 + 1.15%
8 25.6 + 0.573¢ 24 +0.01* 22.6 +0.573
16* C 66 + 2.00° 65.3 + 3.21302 62.3 +0.57%
Setback
1:30C 55 + 2.64 37.3+1.523 36.3 + 1.5231
4 82.6 + 1.15" 75.6 + 4.16%3 69.3 + 2.88%

60



6 78.3+3.78% 79 + 3.46% 86.3 + 1.52"
8 61+ 0.01" 58.6 + 0.57"2 54.3+1.15%
4°C 16* C 97 + 203 86.3 + 3.21%3 85 +1.73*

Letras mindsculas diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica significativa p<0.05, por efecto de dias de
almacenamiento. Numeros diferentes dentro de la misma columna indican una diferencia estadistica significativa
de p<0.05, por efecto de las horas de fermentacion. Pan control (C); Horas (h); * pan fermentado a 4 °C por 16
h; pico de viscosidad (PV); viscosidad final (VF). Los resultados son6 el promedio de tres determinaciones +
desviacion estandar.
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Los valores mas bajos de breakdown se observaron en el pan fermentado por 8 h (22.6
+ 0.57 - 25.6 £ 0.57 cP) con diferencia estadistica significativa de p<0.05 en
comparacion con los demés tratamientos, pero sin diferencias estadisticas durante el
almacenamiento. Lo que quiere decir que los granulos de almiddn se volvieron menos
resistentes al someterse a la fermentacion del acido lactico, principalmente al aumento
en las horas de fermentacién a una temperatura de 25 °C.

Por otro lado, los valores mas altos estadisticamente significativos (p<0.05) de setback
gue hace referencia a la tendencia a la retrogradacion durante el proceso de
enfriamiento, se presentaron en la muestra de pan fermentada a las 16 h (85 + 1.73 -
97 £ 2 cP), por el contrario, los valores mas bajos los obtuvo el pan control (36.3 £ 1.52
- 55 + 2.64 cP), en ambos casos se observo una disminucion estadistica significativa
durante los dias de almacenamiento (Tabla 10).

Estos resultados indican que los panes fermentados por 16 h mostraron una mayor
tendencia a la retrogradacion, lo que puede suponer un mayor grado de lixiviacion en
las moléculas de amilosa y la presencia de restos de almidén gelatinizado (Yan et al.,
2021; Thakaeng et al., 2021).

Zhang et al., 2019 evaluaron las propiedades de pegado en panes fermentados con
masa madre y adicionados con dextrano los cuales presentaron un comportamiento
similar al de este estudio, mostrando valores reducidos de viscosidad y aumento en
los valores de setback en comparacion con el pan control, probablemente la mayor
tendencia a retrogradacion en los panes fermentados se deba a una mayor
degradacion de la amilosa por un ambiente &cido, promoviendo la movilidad de la

amilosa y favoreciendo a la cristalizacion (Zhang et al., 2019).
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7.7.2 Difraccion de rayos X

En la Figura 6 se puede apreciar el patron de difraccion para las muestras de pan a
diferentes horas de fermentacion y hasta el dia 4 de almacenamiento, tomando en
cuenta el patron cristalino tipo A, caracteristico en cereales, muestra importantes picos
en los &ngulos 2 6 de 15°, 17°, 18°y 23° (Vrinten et al., 2012), la muestra de harina de
trigo expone los picos mas cercanos a estos angulos, contrario a las muestras de pan
al dia 0 de almacenamiento, en las cuales, solo se observa un pico muy tenue a 18°
igualmente caracteristico de cereales. Sin embargo, conforme aumentan los dias de
almacenamiento, los picos cristalinos se incrementan en cada una de las muestras de
pan.

Esto podria explicarse debido a que el almidon en la harina de trigo no ha sufrido un
proceso térmico que supera la temperatura de gelatinizacion como ocurre en las
muestras de panes. Tao et al., (2021), mencionan que una gelatinizacion parcial tras
el proceso de coccion a altas temperaturas, puede favorecer la degradacion en la
estructura cristalina del almidon con alta densidad de ramificaciones a-1,6.

En relacion al porcentaje de cristalinidad, aumentd significativamente (p<0.05),
conforme aumentaron las horas de fermentacion, asi como, conforme transcurrieron
los dias de almacenamiento, siendo estadisticamente mayor en las muestras
fermentadas por 8 y 16 h al tiempo 4 de almacenamiento (19.69 + 2.08-19.48 + 1.65
respectivamente) (Tabla 11).

Este comportamiento fue similar a lo reportado por Hong et al., (2022), en el cual hubo
un aumento en la cristalinidad del almidon fermentado por 12 h (20.84%) en

comparacion con el almidon nativo (19.65%).
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Figura 6. Patron de difraccion para muestras de pan a diferentes horas de

fermentacion y dias de almacenamiento. Horas (h), A (dia 0), B (dia 2), C (dia 4).
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TABLA 11. PORCENTAJE DE CRISTALINIDAD DE PANES DE MASA MADRE CON DIFERENTES HORAS DE
FERMENTACION Y DIAS DE ALMACENAMIENTO

Muestra Dias de almacenamiento
(T) (h) 0 2 4
1:30C 11.36 £ 0.713L 14.28 + 0.71°12 17.59 + 1.92¢12
4 13.00 + 0.783%2 12.96 +1.11% 14.91 + 0.50%
6 14.27 + 1.47%2 16.87 +1.122 18.63 + 0.822
8 17.20 + 0.6722 16.17 + 0.703%? 19.69 + 2.082
4°C 16* 17.43 + 0.072? 17.07 £ 0.37%2 19.48 + 1.652

Letras minusculas diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica significativa p<0.05, por efecto de dias de
almacenamiento. Numeros diferentes dentro de la misma columna indican una diferencia estadistica significativa
de p<0.05, por efecto de las horas de fermentacion. Pan control (C); Horas (h); * pan fermentado a 4 °C por 16

h.  Los resultados son el promedio de tres determinaciones * desviacion estandar.
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El aumento de la cristalinidad durante el almacenamiento puede deberse a la
reorganizacion de la estructura de doble hélice en las cadenas de amilopectina que
ocurre durante un almacenamiento a largo plazo (Yan et al., 2021; Liu et al., 2020).

Cabe mencionar que se presentd una diferencia significativa (p<0.05) mayor en el
aumento de cristalinidad durante el almacenamiento para la muestra de pan control en
comparacién con los panes de masa madre, esto podria indicar que hubo una tasa de

envejecimiento mas lenta en los panes fermentados por las BAL.

7.8 Correlacion lineal de Pearson

A continuacion, se presenta el analisis de correlacion de Pearson del TPA con las
horas de fermentacion de la masa madre y con los dias de almacenamiento de los
panes elaborados (Tabla 12); asi como, de la digestibilidad del almidén y proteina en
funcion de las horas de fermentacion de la masa madre y con los dias de
almacenamiento de los panes elaborados. Se considera una correlacion lineal directa
cuando el valor de r es lo mas cercano a +1, lo que quiere decir que ambas variables
van a aumentar al mismo tiempo. Por otro lado, un valor cercano a -1 representa una
fuerte correlacion lineal inversa, y esto indica que al disminuir una de las dos variables
la otra se incrementa. Se han determinado los siguientes parametros para conocer el
nivel de correlacion en relacion con el valor de r. Se va a considerar como una
correlaciéon "fuerte” a una r>0.70, valores entre 0.50 y 0.70 se interpretan como una
"buena” correlacion, entre 0.30 y 0.50 representa correlacion "regular” o "moderada” y
valores <0.30 indican una "mala” correlacion (Hazra, & Gogtay, 2016).

En la Tabla 12 se observa que hubo una correlaciéon positiva de r=0.904, p<0.01 entre
los dias de almacenamiento y la dureza del pan, lo que quiere decir que conforme
transcurrieron los dias de almacenamiento la dureza se incrementd. EI mismo
comportamiento se observd con el pardmetro de masticabilidad y los dias de
almacenamiento, obteniendo una correlacién positiva de r=0.835, p<0.01, y una

r=0.981, p<0.01 entre masticabilidad y dureza.
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TABLA 12. COEFICIENTE DE CORRELACION DE PEARSON ENTRE TPA, HORAS DE FERMENTACION Y DIAS DE

ALMACENAMIENTO

Horas Dias Dureza Resiliencia Cohesién Elasticidad Masticabilidad

Horas 1 .000 .258 334
Dias 1 .904*  -031
Dureza 1 -.021
Resiliencia 1
Cohesion

Elasticidad

Masticabilidad

.307
-.148
107
.336
1

.281
.696**
.596*
.310
-.149
1

337
.835**
981+
.005
242
.552*
1

** La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

* La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).
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Esto indica una correlacion fuerte entre dureza y masticabilidad que se puede observar
desde el dia 0 de almacenamiento (Tabla 6).

El parametro de elasticidad también tuvo una correlacion positiva con los dias de
almacenamiento de r=0.696, p<0.01, y con el pardmetro de dureza que fue de r=0.596,
p<0.05, asi como, elasticidad y masticabilidad de r=0.552, p<0.05 (Tabla 12). Cabe
mencionar que estas correlaciones del parametro elasticidad, a pesar de presentar un
nivel de significancia que indica correlacién, no representan una fuerte correlacion. Sin
embargo, esto podria relacionarse con los resultados de cohesividad (Tabla 6), la cual
se mantuvo durante el almacenamiento, y a la uniformidad de los alveolos en los panes
de masa madre, lo que puede favorecer a la recuperacion en los panes por mas
tiempo, a pesar de que la dureza y masticabilidad también se vean aumentadas.

El analisis de correlacion de Pearson entre los dias de almacenamiento y la
digestibilidad del almidon que se aprecia en la Tabla 13, mostro correlaciones
negativas para ARD respecto a los dias de almacenamiento (r=-.681, p<0.01y r=-.617,
p<0.05 respectivamente), asi también, se presentaron correlaciones negativas entre
ARD con ALD (r=-0.770, p<0.01), AR y ARD (r=-0.807, p<0.01) y AR con ATD (r=-
0.661, p<0.01). Se obtuvo correlacion positiva para AR entre dias de almacenamiento
(r=.850, p<0.01), y cristalinidad en relacion a las horas de fermentacion y los dias de
almacenamiento siendo ambas positivas (r=.585, p<0.05 y r=.575, p<0.05
respectivamente). Esto quiere decir que durante los dias de almacenamiento hubo una
disminucion del ARD, y por el contrario un aumento ALD y AR. La cristalinidad en
cambio, presentd6 aumento tanto durante los dias de almacenamiento como por las
horas de fermentacion.

En la Tabla 14 se observa una correlacion de Pearson positiva entre las horas de
fermentacion y la digestibilidad de proteina en los diferentes tratamientos (r=.924, p<
0.05), lo que indica hubo un aumento en la digestibilidad de la proteina al aumentar las

horas de fermentacion.
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TABLA 13. COEFICIENTE DE CORRELACION DE PEARSON ENTRE DIGESTIBILIDAD DE ALMIDON, HORAS DE

FERMENTACION Y DIAS DE ALMACENAMIENTO

Horas Dias ARD ALD AR cristalinidad
Horas 1 .000 415 -.445 -.137 .585*
Dias 1 -.681** 403 .850** .576*
ARD 1 - 770** -.807** -.114
ALD 1 462 -.124
AR 1 .310
Cristalinidad 1

** La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).
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TABLA 14. COEFICIENTE DE CORRELACION DE PEARSON ENTRE DIGESTIBILIDAD DE PROTEINA Y HORAS
DE FERMENTACION

Horas IVDP
Horas 1 .924*

** La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

* La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).

70



VIl CONCLUSION

El cultivo de masa madre durante 6 dias de fermentacién demostr6 ser eficaz para
alcanzar la maduracion con valores 6ptimos tanto de BAL como de levaduras, asi
como, un descenso en el valor de pH. Por lo tanto, fue una masa apta para fermentar
los panes.

La fermentacion con cultivo de masa madre repercuti6 en las propiedades
fisicoquimicas de los panes. Con una disminucion de humedad, proteinay grasa. Asi
como, un increment6 de dureza, elasticidad y masticabilidad en los panes de masa
madre durante el almacenamiento, y aumento de dureza, cohesion, masticabilidad,
resiliencia y elasticidad en las fermentaciones de 8 y 16 h en comparacion con el pan
control. La luminosidad se vio disminuida por las horas de fermentacion a 25 °C,
presentando una mayor diferencia de color a las 8 h a 25 °C. La pérdida de luminosidad
a las 16 h a 4 °C de fermentacion fue menor, con un cambio de color apenas
reconocible.

La digestibilidad de proteina aumento ligeramente durante las horas de fermentacion
de 4,6 y 8 h a25°C, sin embargo, se obtuvo un aumento estadistico significativo a las
16 h a 4 °C. En relacion a la digestibilidad del almidon, los panes fermentados con
masa madre presentaron una mayor ganancia de AR y cristalinidad durante el
almacenamiento. El almacenamiento contribuyo6 a la disminucion de ARD y aumento
de ALD.

Se encontraron correlaciones significativas que indicaron aumento de dureza,
masticabilidad y elasticidad durante los dias de almacenamiento. Asi como, la
disminucion de ARD conforme aumentaron los dias de almacenamiento, por el
contrario, aumento de AR y cristalinidad al tiempo que aumenté el almacenamiento.
Para finalizar la digestibilidad de proteina se incrementé al mismo tiempo que

aumentaron las horas de fermentacion.
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