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Envejecimiento del pan. Efecto combinado de a-amilasa bacteriana
y emulsificante en la textura y en las caracteristicas amilograficas
de la miga

Maria Victoria Eiras Grossmann 1 , y Carmen Benedito de Barber 2

RESUMEN. Se estudi6 el efecto simultdneo de una o-amilasa bacteriana y
de un emulsificante (monoglicérido) en la textura y en las caracteristicas
amilogréficas de la miga del pan, durante el almacenamiento. Los panes que
contenian esos aditivos endurecieron menos y més lentamente que el control.
Tanto la enzima como el emulsificante afectaron significativamente la
textura, pero €l emulsificante disminuy6 el efecto anti-envejecimiento de la
enzima. Esta acci6n reguladora del emulgente también fue observada en las
caracteristicas amilograficas de la miga (viscosidad en el pico, viscosidad a
50 °C y «setback»).

INTRODUCCION

El envejecimiento del pan es un fendmeno complejo, todavia no
bien explicado, y que envuelve todas las modificaciones, excepto
microbiolégicas, que ocurren a partir de la salida del pan del horno.
La velocidad en que se da depende de varios factores, incluyendo la
formulacion, el proceso de panificacién y las condiciones de
almacenamiento (1). La mayor parte de los estudios hechos al
respecto del envejecimiento del pan apuntan la retrogradacién del
almid6n como principal responsable por este fendmeno (2,3).

Miés recientemente, el papel de la retrogradacién del almid6n en
el endurecimiento del pan ha sido cuestionado. Dragsdorf'y Varriano-
Marston (4), a través de estudios de difractometria de rayos X
demostraron que no habfa correlacién entre la retrogradacién del
almidén y el envejecimiento del pan y propusieron que este ocurria
debido a una interacci6n entre almidén y protefnas. Las investigacio-
nes realizadas empleando calorimetrfa diferencial de barredura tam-
bién refuerzan esa constatacién (5). Martin et al (6) y Martin y
Hoseney (7) propusieron un mecanismo que explica el endureci-
miento del pan a través de la interaccién almidén-proteina. De
cualquier manera, tanto la retrogradacién como la interaccién protei-
na-almidén son afectadas por modificaciones causadas a este dltimo.

Uno de los me‘todos més empleados en la industria para retardar
el envejecimiento del pan es la adicién de emulsificantes (8). Los
estudios sobre la funcionalidad de los emulsificantes como agentes
anti—envejeciemnto destacan modificaciones en la viscosidad de
Suspensiones de almidén y la habilidad de complejar con la amilosa.
Morad & D’ Appolonia (9) estudiaron el efecto de emulsificantes en
las propiedades de pasta de la miga de pan, en diferentes tiempos de
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SUMMARY. Bread staling. Simultaneous effect of bacterial a-amylase
and emulsifier on firmness and pasting properties of bread crumb. The
effect of bacterial a-amylase and an emulsifier on firmness and amylograph
characteristics of bread crumb during storage was studied. The bread which
contained these additives was less firm and staled more slowly than the
control. The enzyme and the emulsifier retarded firmness but the emulsifier
inhibited the action of the a-amilase. The regulatory action of the emulsifier
also was observed on amylograph characteristics of bread crumb (peak
viscosity, cool viscosity and setback).

almacenamiento, y constataron aumento de la temperatura de pasta
y de la viscosidad a 50 °C. Xu et al (10) también estudiaron la
correlacién entre accién de emulsificantes, caracteristicas de la miga
y endurecimiento del pan.

Las o-amilasas (de cereales, fiingicas o bacterianas) también
pueden ser empleadas para retardar €l envejecimiento del pan pues,
al degradar el almidén, afectan su capacidad de interaccién.

Ladisminucién de la velocidad de endurecimiento del pan con el
uso de o.-amilasas bacterianas fue descrita por Dragsdorf y Varriano-
Marston (4).

Lin y Lineback (3) suplementaron panes con alfa-amilasa
bacteriana, con }a finalidad de caracterizar los carbohidratos forma-
dos por degradacién del almidén. Verificaron que se forman princi-
palmente polimeros de bajo peso molecular y con cadena ramificada
que, de alguna manera, interfieren en el proceso de envejecimiento
del pan, aumentando su vida ttil.

Frente a estas nuevas proposiciones, el objetivo de este trabajo
fue investigar el efecto combinado de «-amilasa bacteriana y
emulsificante enlatextura del pan y enlas propiedades armlogréﬁcas
de la miga, después de un tiempo de almacenamiento

MATERIALES Y METODOS

Materiales: En la elaboracién de los panes se utiliz6 harina de
trigo comerc1a] (humedad= 14,14%; caracteristicas alveogréficas;
W=334.103 ergios; P/L=1,15) y levadura fresca. Los aditivos em-
pleados fueron la enzima comercial Ceremy! 15.000 MG (amilasa
bacteriana, mezcla de ¢-amilasa y pululandsa de Novo Nordisk,
Dinamarca) y el monoestearato de glicerina (Mosa Alimentaria S.A.,
Espafia), como emulsificante.

Meétodo:

Elaboracidn de los panes: Se utiliz6 el proceso de masa directa
paralaelaboracién de pan tipo francés, segiin 1a formulaci6n presen-
tada en la Tabla 1. La concentracién de enzima (E) y emulsificante
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(Em) adicionada en cada ensayo varié de acuerdo con el disefio
experimental. Esas concentraciones fueron determinadas de acuerdo
alas recomendaciones del fabricante, para la enzima, y a las cantida-
des més usuales, para el emulsificante. En el control no se empled
estos aditivos.

Después de horneadas, los panes se enfriaron a temperatura
ambiente, por 1 h, se envasaron en bolsas de polipropileno
coextrusionado biorientado, y se almacenaron a 25+1 °C. Antes de
envasar, los panes fueron rociados externamente con etanol al 70%,
para prevenir la proliferacién microbiana.

TABLA 1
Formulacién de los panes
Ingredientes %A
Harina 100,0
Levadura fresca 2,5
Sal 2,0
Aguab 51,5
o-amilasa variable®
Emulsificante variable®

a- en relacién a la harina
b- de acuerdo con la determinacién en el Farin6grafo
¢- de acuerdo con el disefio experimental

Tiempo de amasado: 17 min

Fermentaci6n en masa: hasta un incremento de vol. de 2, a 28 °C, 80 % H.R.
Divisién: en porciones de 100g

Descanso intermediario: 10 min

Moldaje: mecdnico

Fermentacion en tablas: hasta un incremento de 2,28 °C, 80 % H.R.
Coccién: 23 min a 200 °C

Texturadelospanes: Enlosdias0, 1,3,5y7de almacenamiento,
tres panes de cada ensayo.fueron cortado en rebanadas de 2 cm. de
espesory las medidas de textura se hicieron en las 2 rodajas centrales.
Se utiliz6 una prensa Instron (Instron Food Testing Machine, mod.
1140, Inglaterra) con un cabezal de 500-5000 g, velocidad de
descenso del émbolo: 100 mm/min., didmetro del émbolo: 17 mm,
velocidad del papel: 200 mm/min y distintas sensibilidades, en
funcién de 1a muestra y del tiempo de almacenamiento. Se consideré
como consistenciala fuerza (g) requerida para comprimir larebanada
hasta 0,5 cm de espesor (75%), medida en la altura de la curva de
compresién.

Caracteristicas amilograficas de la miga: Para determinar las
caracteristicas amilogréficas de la miga de los panes almacenados
durante 7 dias, se removi6 la corteza de los panes y la miga fue
liofilizada y molida para pasar en cedazo de 60 mesh. Los ensayos
fueron realizados en amilégrafo Brabender (modelo Sew, Duisburg,
Alemania), empleando 70 g de miga y 435 ml de agua. Se adicion6
15 ml de solucién 25 uM de AgNO3 para eliminar cualquier posible
actividad amilolitica residual (11).

Los pardmetros evaluados fueron: viscosidad méxima en el ciclo
de calentamiento (VM), viscosidad a 50 °C en el enfriamiento (V-50)
y «setback» (diferencia entre la viscosidad a 50 °C y 1a viscosidad al
final del ciclo de temperatura constante).

Disefio estadistico: La formulacién de los panes siguié un

disefio factorial completo (23), siendo el experimento totalmente al
azar. Las variables y sus niveles son presentados en la Tabla 2. Los
datos obtenidos para cada variable dependiente fueron tratados por
andlisis de regresién multiple, segin el programa SAS (12).

TABLA 2
Concentraciones de enzima y emulsificante empleados en la
formulacién de los panes

Aditivo Concentracién

-1 0 1
Enzima (ppm)? 50 (75NWP 75 (112,5NU)P 100 (150NU)P
Emulsificante (%)* 0,0 0.5 1,0

a  Enrelacion al peso de harina

b NU=Unidades Novo de alfa-amilasa= cantidad de enzima que degrada
5,26 mg de almidén soluble por hora, a 37 °C, pH 5,6 de acuerdo con
Novo-Nordisk, Dinamarca

RESULTADOS Y DISCUSION

Volumen especifico: Mientras el pan control (sin {os aditivos)
presentd un volumen especifico de 4,19 ml/g, todas las muestras con
aditivos tuvieron valores superiores a 4,50 ml/g (p<0.05).

El volumen especifico fue influenciado solamente por el efecto
lineal de la concentracién del emulsificante (Em) como se observaen
la Tabla 3. En la gréfica (Figura 1) generada a partir del modelo de
regresion ajustado a los datos experimentales (Tabla 3) se observa
que el volumen especifico aumentd con el aumento de la concentra-
cién de Em.

FIGURA 1
Volumen especifico de los panes, en funcién de la concentraci6n
de enzima y emulsificante
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FIGURA 2
Efecto de la enzima en el endurecimiento del pan durante el
almacenamiento

TABLA3
Coeficientes? de )a ecuacion de regresién para las variables
respuesta
Volumen Textura Viscosidad  Viscosidad «Setback»
especifico 77 dia méxima a50°C
Intercepto 492 236342 161,36 308,95 104,47
Enzima n.s. 265,33*b 86,67“""‘b -180,00%** -127,50***
Emulsificante 0,20* 327.67* ns. 80,00* 54,17
Enzima X enzima n.s. ns. 46,58**" n.s. ns.
Emulsifi. x Emulsif. n.s. n.s. ns. n.s. n.s
Enzima x emulsif..  n.s. ns. 23,75%* ns. ns.
R 0,7625 0,8136 0,9855 09155 0,9443

a  Delas variables codificadas
b A% o * sipnificativos a P < 0,001, P< 0,01, y P< 0,05, respectivamente
¢ No significativo a P < 0,05

Respecto a la accién de o—amilasa, esta no influencié el volu-
men. Kuracina et al (11) encontraron que este aumentaba con la
adicién de la enzima. Probablemente la discrepancia se explica en
funcién de los diferentes niveles de enzima empleados.

Los resultados de volumen especifico no presentaron correlacion
con la textura de los panes (Tabla 4). Valjakka et al (18) tampoco
observaron efecto de c—amilasa, bacteriana sobre el volumen espe-
cffico ni correlacién de este con la consistencia.

TABLA 4
Correlacién entre textura de los panes con 7 dias de
almacenamiento y otras variables

Coeficientes de Correlacién (r)

Consistencia x

Volumen especifico 0,471
Parametros amilogréficos

Viscosidad médxima 0,864***
Viscosidad a 50 °C 0,904***
«Setback» 0,906***

**+* Significativo a P < 0,001

Textura de los panes: Tanto E como Em afectaron la textura de
los panes durante el almacenamiento (Tabla 3).

La velocidad de endurecimiento de los panes que contenian E fue
menor que la del control. Lo mismo sucedi6 con la consistencia al
final de 7 dias de almacenamiento (Fig. 2). Hasta el 3° dia de
almacenamiento, la muestra que tenia menos E (50 ppm) endurecié
menos que las que presentaban mds enzima. De ahf en adelante,
ocurri6 lo que era esperado, o sea, cuanto més alta la concentracién
de E mads blandos se conservaron los panes. No sabemos como
explicar la inversién ocurrida en los tres primeros dias. Dragsdorf y
Varriano-Marston (4) también observaron disminuci6n de la consis-
tencia de los panes con el empleo de o—~amilasa bacteriana, desde el
primero hasta el séptimo dia de almacenamiento.

EnlaFigura 3 estarepresentado el efecto del Emen formulaciones
que contenfan la concentracién mixima de E (100 ppm), comparadas
al control. Este fue el que endureci6é més y con mayor velocidad. En
los primeros tres dias de almacenamiento no se observé diferencia
significativa entre el efecto de la amilasa sola (0 % Em) o asociada
a cualquiera de las concentraciones de emulsificante empleadas. Sin
embargo, a partir del tercer dia, lamuestraque conteniaEy 1% de Em
endurecié més y, al final de 7 dfas, las dos muestras que contenian Em
estaban més duras que la que contenia solo E.
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FIGURA 3
Efecto del emulsificante en el endurecimiento de panes
conteniendo 100 ppm de enzima
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El andlisis estadistico de los datos experimentales relativos a la
consistencia de los panes en el séptimo dia de almacenamiento
mostré que no ocurre una interaccién significativa entre E y Em
(Tabla 3). El modelo matemdtico ajustado explica 81,36% de la
variacién (R2=0,8136) y presenta como significativos s6lo los efec-
tos lineales de las dos variables estudiadas.

Enel diagramade superficie correspondiente al modelo matem4-
tico (Fig. 4) se observa que con mayor concentracién de E los panes
se conservaron mds blandos. Por otro lado, la asociacién de E com
Em fue perjudicial, aumentando la consistencia de los panes, a
medida que la concentracién de Em aument6.
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FIGURA 4
Efecto de la enzima y del emulsificante en la consistencia
de los panes con 7 dias de almacenamiento

FIGURA 5
Efecto de la enzima y del emulsificante en la viscosidad médxima
(en amil6grafo Brabender) de la miga de los panes
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Es sabido que los emulsificantes (monoglicéridos) disminuyen la
gelatinizacién del almidén, porque se adhieren a la superficie de los
granulos, impidiendo la penetracién del agua (9). En consecuencia,
en presencia de Em, serfa inhibida parcialmente la accién de E,
ocasionado la formacién de menos dextrinas de bajo peso molecular
las que, segiin Martin y Hoseney (7), ejercen un papel importante en
la conservacidn del frescor del pan.

El antagonismo entre E y Em verificado en este estudio es
aceptable si se considera que el mecanismo de accién del Em
promueve condiciones adversas para la accién de E. Con todo, estos
resultados contrarian los reportados por Valjakka et al (13) que
observaron una accién aditiva entre emulsificante y o—amilasa,
bacteriana y también las reportadas por Martin (1989), citado por
Valjakka et al (13), que detect6 un efecto sinergfstico entre los dos
aditivos.

Caracteristicas amilogrificas de la miga:Las curvas
amilograficas de las migas de pan presentaron forma similar a las
obtenidas por otros investigadores (14). '

- Viscosidad méxima en el ciclo de calentamiento (VM): Compa-
radas con el control, que present6 una VM superior a 1000 UB
(Unidades Brabender), todas las muestras que contenian los aditivos
tuvieron una disminucién acentuada en la viscosidad.

La VM fue afectada significativamente por los efectos lineal y
cuadrético de laconcentraciénde E y porlainteraccién E x Em (Tabla
3). En la Figura 5 se verifica que la VM disminuy6 con el aumento
de la concentraci6n de E, para cualquier concentracién de Em. Al
mismo tiempo, el aumento de Em aument6 la VM cuando la concen-
tracién de E fue alta (préximo a 100 ppm), pero, en concentraciones
menores, el efecto de Em no fue significativo.

De acuerdo con Dragsdorf y Varriano-Marston (4) el almidén de
la miga es parcialmente gelatinizado durante el proceso de
panificacién. Por esaraz6n, conserva atin capacidad de hinchamiento
enel amil6grafo, siendo entonces responsable por el picode viscosidad
en la fase de calentamiento. Xu et al (14) atribuyeron ese pico al
hinchamiento del complejo formado por el almidén y otros ingre-
dientes del pan.
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La menor VM cuando se utiliza E se explica porque esta, al
degradar el almidén, disminuye su capacidad de asociacién y de
hinchamiento. Cuando la fé6rmula contiene Em, este hace que la
gelatinizacién ocurra en menor grado durante el horneado del pan. De
esta manera, el almiddn preserva una mayor capacidad de hinchar en
el amil6grafo (9), justificando valores més altos para la viscosidad.

Xu et al (10) observaron correlacion negativa entre VM y
consistencia de la miga, en panes que contenfan Em, lo que se
explicaba porque la accion complejante del aditivo al mismo tiempo
evitaba el endurecimiento dando bajos valores de consistencia y
preservable la capacidad de hinchamiento del almidén, dando altos
valores de viscosidad.

En este estudio, la situacién fue diferente. Se observé una alta
correlacién positiva entre VM y consistencia (Tabla4). Ladiscrepan-
cia se explica porque el Em fue utilizado juntamente con E, haciendo
que su acci6n inhibiera la acci6én de esta dltima y provocando, at
mismo tiempo, aumento de VM en al amilégrafo y aumento de la
consistencia del pan.

- Viscosidad a 50 °C: De acuerdo al anglisis de variancia, 1a V-50 fue
influenciada significativamente por los efectos lineales de E y Em
(Tabla 3).

Al igual que lo que sucedi6 en la VM, los aditivos produjeron una
reduccién en la V-50, en comparacién al control, que tuvo un valor
superior a 1000 UB. Cuanto m4s alto el tenor de E, mehor fue la V-
50 (Figura 6), pero la asociacién E-Em ocasiond un aumento de esa
viscosidad. Como se explic6 anteriormente, Em inhibe la acci6n de
E, preserverando estructuras del almidén con mayor peso molecular
y mayor capacidad de complejarse a los otros ingredientes/aditivos
presentes en la miga del pan, resultando una viscosidad més alta al
final del ciclo de resfriamiento.

EnlaTabla4 se observa que 1a V-50 present6 correlacién directa
con la consistencia, también en desacuerdo con lo observado por Xu
et al (10). La razén de esto es la misma ya explicada para la VM.

Segiin Xu et al (14),1a V-50 es provocada por 1a asociacién entre
la amilosa solubilizada y lipidos polares (presentes en la harina o
adicionados) y también por los complejos amilosa-emulsificante.
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Como en este estudio el Em parece haber inhibido la accién de E
durante la panificacién, las cadenas de amilosa se preservarian con
mayor tamafio y mayor capacidad de complejar y ocasionar alta
viscosidad al final del ciclo de resfriamiento.

«Setback»: Dependiente de los efectos lineales de 1as dos varia-
bles estudiadas (Tabla 3), el diagrama de superficie correspondiente
al «setback» (Figura 7) present6 el mismo perfil que el de la
viscosidad a 50 °C. '

En este caso también se observé una correlacion positiva con la
consistencia (Tabla 4).

FIGURA 6
Viscosidad a 50 °C (en el ciclo de resfriamiento en amil6grafo
Brabender) de 1a miga de los panes
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FIGURA 7
Efecto de 1a enzima y del emulsificante en el «setback» de 1a miga
de los panes (en amilégrafo Brabender)
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CONCLUSIONES

Este estudio demostré 1a ocurrencia de un efecto antagénico entre o—
amilasa bacteriana y emulsificante en la ac¢cién retardadora de
envejecimiento del pan y en las caracteristicas amilogréficas de la
miga. Estos resultados son discrepantes con los obtenidos por otros
investigadores y las diferencias se deben, probablemente, al empleo
de enzimas de fuentes diferentes, con concentraciones diversas y
asociadas también a variadas concentraciones de emulsificante. As{
parece ser necesaria la realizacién de nuevos estudios, para determi-
nar los limites para ocurrencia de sinergismo, efecto aditivo o
antagonismo, cuando se emplea los dos aditivos simultdfeamente. A
parte de eso, las caracteristicas tecnol6gicas de las harinas también
pueden ser responsables por la diversidad de las observaciones.
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