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TiTULO: DISENO DE PAN CON MASA MADRE Y MICROALGAS.
RESUMEN:

El pan es un alimento de gran consumo en la poblacién espafiola, donde cada vez es
mayor la demanda de diferentes variedades de éste, que ademads consigan aportar beneficios
nutritivos extra a la salud. Es por lo que se pensé en el presente trabajo, que tiene como objeto
la formulacién, elaboracidn y posterior valoracién de 4 panes confeccionados a partir de 4 masas
madres a la que se les incorporan un 1.5% de 4 especies de microalgas distintas a cada una de
ellas: Isochrysis galbana, Tetraselmis suecica, Scenedesmus almeriensis y Nannochloropsis
gaditana.

Las microalgas tienen grandes cantidades de compuestos muy beneficiosos para la salud
gue no se consiguen encontrar en otro tipo de alimento de origen vegetal. Muchas especies han
sido aprobadas en la legislacién de Novel Foods, por lo que se revalorizan y ofrecen como
alternativa frente a su uso como biocombustible o piensos para alimentacién animal.

Los resultados obtenidos de andlisis de color, viscosidad y microbiolégicos para la masa
madre, y de color, textura y sensoriales para el pan; ponen de manifiesto que la masa madre
presenta una coloracién diferente a los panes normales y viscosidades mayores. Ademas de un
crecimiento mayor en cuanto se refiere a las bacterias lacticas encargadas de la fermentacion.
Los panes horneados a partir de éstas masas madres resultan con valores muy similares en las
propiedades bdasicas de calidad del pan normal, excepto para el color, que difiere
significativamente. Al evaluar los panes sensorialmente se observa una posible aceptacién en el

mercado, al ser todos ellos muy bien valorados.
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TITLE: DESIGN OF BREAD WITH SOURDOUGH AND MICROALGAE.
ABSTRACT:

Bread is a food with high consumption in the Spanish population. Demand of different
varieties of it is increasing, moreover it has to provide extra health nutritional benefits.

For this reason this paper aims to the formulation, preparation and subsequent rating
of 4 breads made from 4 sourdough which were incorporated 1.5% of 4 different species of
microalgae to each of them: Isochrysis galbana, Tetraselmis suecica, Scenedesmus almeriensis
and Nannochloropsis gaditana.

Microalgae have very large amounts of beneficial compounds to health that they cannot
find in other foods of plant origin. Many species have been adopted in the legislation of Novel
Foods, which was revalued and offer as an alternative to its use as biofuel or feed.

Results of color, viscosity and microbiological analysis for the sourdough, and color,
texture and sensory for bread show that the sourdough has a different coloration than normal
bread and higher viscosities. In addition, lactic acid bacteria responsible for fermentation have
more growth than normal bread. The breads baked from these sourdoughs have similar values
in the basic properties of regular bread quality, except for the color, which differs significantly.
When the bread was evaluated sensory, they show a possible acceptation in the market, and all

of them were highly valued.
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Capitulo 1. Introduccion



1. INTRODUCCION

Cada vez se encuentra mds variedad a la hora de adquirir, y por tanto consumir, pan en
la dieta. La demanda de productos diferentes, innovadores, faciles de obtener en cualquier
superficie de venta al consumidor y ademas, con beneficios para la salud, se estd convirtiendo
en una de las premisas mds importantes para la poblacién. Es por ello, que se pensé en la
realizacion de este proyecto de diseiio de una nueva variedad de pan especial con incorporacion
de microalgas, con grandes beneficios para la salud, a la masa madre con la que se ha
desarrollado el producto que se presenta en este trabajo. Algunas especies de microalgas estan
aprobadas como suplementos nutricionales (Spirulina y Chlorella), otras son de reciente
aprobacion como Novel Food y muchas estan siendo objeto de numerosas investigaciones para

definir sus propiedades fisicoquimicas y su valor nutricional.

1.1. Pan

1.1.1. Historia del pan

A lo largo de la historia, el pan se ha ido elaborando con el cereal disponible en la zona
o con la variante modificada mas resistente. Es por ello que su historia corre paralela al uso de
los cereales por parte del hombre. Estos, por si solos, no pueden ser digeridos por el aparato
digestivo humano, por lo que deben de ser procesados artificialmente para poder incorporarse
en nuestra dieta. Los primeros panes eran planos, debido a la facilidad de su elaboracién, sin
levadura en sus masas y cocinados en fuegos abiertos o superficies calientes. Mas adelante se
produjo un proceso de molienda y malteado, ademas del comienzo de la fermentacion del pan,
ya que con ello se conseguia un sabor mas agradable (FECHIPAN, 2015).

Asi pues, con el gran aporte de hidratos de carbono y fibra que presentan, empezaron
a convertirse en alimentos bdsicos para el hombre, pudiendo haber sido uno de los primeros
alimentos procesados en la historia de la humanidad junto con el aceite y el vino (FECHIPAN,

2015).

1.1.2. Definicidon de pany panes especiales

Segun la Reglamentacion Técnico-Sanitaria (RTS) para la fabricacion, circulacién y
comercio de pan y panes especiales del afio 1984 y con ultima modificacién el aifio 2014, se
define el pan como el producto perecedero resultante de la coccidn de una masa obtenida por
la mezcla de harina de trigo, sal comestible y agua potable, fermentada por especies de

microorganismos propias de la fermentacion panaria, como el Saccharomyces cerevisiae.



El pan comun es el definido anteriormente de consumo habitual en el dia, elaborado
con harina de trigo, que cumple los requisitos establecidos y al que solo se le pueden afiadir los
coadyuvantes tecnoldgicos y aditivos autorizados para este tipo de pan.

En el caso del pan disefiado para la elaboracidn de este proyecto, se especifica como
pan especial al reunir dos de las condiciones que se encuentran citadas en la RTS que son:

- Por su composicién, ya que se ha afiadido cualquier ingrediente que se cita en el

articulo 15 de la mencionada RTS y que elevan suficientemente su valor nutritivo.
Este articulo, a su vez, define otro ingrediente como cualquier otra de las materias
primas que se utilicen como ingredientes del pan debiendo cumplir
obligatoriamente la correspondiente Reglamentacidn Técnico-Sanitaria que le
afecte, y en su defecto, el Cédigo Alimentario Espafiol.

- Por su formato, ya que precisa de un procedimiento de elaboracién y acabado no
susceptible de mecanizacién en todas sus fases, por exigir la intervencién de mano
de obra en cada pieza individualizada.

Ademads, dentro del pan especial, en esta Reglamentacién se encuentran diferentes
denominaciones, que en el presente proyecto se corresponde con pan enriquecido, definido
como aquel en cuya elaboracion se ha incorporado harinas enriquecidas o en el que se han
empleado sustancias enriquecedoras segun lo dispuesto en la vigente Reglamentacién Técnico-

Sanitaria de Alimentos Enriquecidos.

1.1.3. Mercado del pan

Segun el estudio sobre el consumo de pan en Espaiia realizado por Mercasa, basandose
en las fuentes del Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino de 2011, que son los
ultimos datos disponibles, el pan estd entre las partidas mas demandadas por los hogares
espanoles configurandose como el alimento con la frecuencia mas elevada tanto de compra
como de consumo.

En la actualidad, cada espafol consume al afio cerca de 46 kilos de pan y gasta en este
producto en torno a 116 euros, destacando especialmente la demanda en el hogar (80.9 % del
consumo y 81.3% del gasto).

Teniendo en cuenta que los principales operadores del mercado del pan europeo son
Alemania y Reino Unido, cada vez han aparecido mas variedades de pan y otros productos de
panaderia en toda Europa durante los ultimos afios. Estas tendencias estan relacionadas con la

salud, la conveniencia, la sostenibilidad, la diversidad étnica o la sofisticacion.



En el caso de Espafia, las variedades mas consumidas y conocidas son la barra, la
baguette y el pan integral y con fibras. Pero su consumo depende de muchos factores como son:
la edad, el sexo y el momento del dia.

A la hora de la eleccién del establecimiento habitual de compra de pan, se tiene en
cuenta la cercania al hogar o lugar de trabajo, la confianza del vendedor y la calidad de los
productos que ofrece; siendo el establecimiento donde se adquiere con mayor frecuencia el pan
fresco en comercios especializados, como las panaderias, y el pan industrial en los
supermercados, aunque cabe decir que a rasgos generales, el pan se canaliza
fundamentalmente a través del comercio especializado.

Una vez elegido el establecimiento de compra, los consumidores tienen en cuenta los
siguientes aspectos a valorar: la coccion, sabor y calidad.

Es por todo lo anteriormente mencionado en relacidon a la situacion del pan en el
mercado, que se considerd para la incorporacion de las microalgas como ingrediente diferencial,
un pan confeccionado con masa madre de elaboracién tradicional. Para la comprensién del
método de fabricacion tradicional partiendo de masa madre, se contd con la ayuda del maestro

panadero Jesus Machi (Horno San Bartolomé, Valencia).

1.2.  Microalgas

1.2.1. Definicidn e historia

Las microalgas son organismos unicelulares fotosintéticos microscdpicos que se
encuentran en una gran variedad de ambientes. Estos microorganismos son mas eficientes a la
hora de transformar la energia solar en biomasa que las plantas por una doble razén: su
estructura celular es mas sencilla y, ademas, se encuentran completamente sumergidas en un
medio acuoso, conformando toda su superficie como un area de intercambio de nutrientes y
CO; (De la Jara Valido et al., 2013).

Esto resulta en la generacion de varios componentes celulares, energia y oxigeno
molecular, por lo que las microalgas constituyen unos prometedores microorganismos bio-
catalizadores que incrementaran el campo de la “White Biotechnology” (Koller et al., 2014). La
produccién de microalgas es un importante mecanismo natural para reducir el exceso de CO,
atmosférico por bio-fijacion, asegurando la disminucién del efecto invernadero, el
calentamiento global y el cambio climatico. Asimismo presentan un importante papel como
alimentacién para acuicultura y son capaces de eliminar nutrientes (o contaminantes) del agua,
ademas de presentar gran potencial como fuente de produccion de biodiesel (Gouveia et al.,

2008).



Del mismo modo, las microalgas resultan validas tanto como alimento para los animales
y para el ser humano, como producto con fines quimicos y como portadoras de energia verde
dada su excepcional capacidad para la fijacién de CO, que ilustra su indispensable significado
como sustentadoras del ecosistema terrestre (Koller et al., 2014).

Teniendo en cuenta el marco histérico, la huella dactilar de algunas microalgas del grupo
de las cianobacterias encontradas en rocas fosilizadas del oeste de Australia datan de hace 3.4
billones de afos. Muchos estudios confirman que desde entonces hasta nuestros dias su
estructura permanece estable y, siguen representando una de las formas organizadas mas
complicadas y especializadas de vida. Sin embargo, otros articulos estiman que el tiempo actual
de evolucidn de las microalgas cianobacterias es de hace 2.7 billones de afos. Los bidlogos
evolutivos consideran que las algas podrian ser antecesores de las plantas, aunque éstos
necesitan superar multiples obstaculos para confirmar definitivamente estos argumentos
completdndose con mds evidencias cientificas. (Safi et al., 2014).

Sin embargo, el cultivo de microalgas data de hace solo unas pocas décadas y de entre
las 30000 especies que se piensan que existen, solo unas pocas se cultivan en la actualidad por
su interés industrial (combustible, alimentacion animal y humana, cosmética...), otras se han
utilizado solo en investigacion para determinar la composicién quimica y valor nutricional. Y el
resto se conservan en colecciones de cultivo para mantener la biodiversidad (Gouveia et al.,

2008).

1.2.2. Beneficios y composicion

La composicidn quimica de las microalgas no es constante ya que los factores
medioambientales como la temperatura, salinidad, iluminacién, pH, contenido mineral, CO,
densidad de poblacion, fase de crecimiento y estado fisioldégico, pueden modificarla
notablemente. Estos cambios en las condiciones ecoldgicas pueden estimular o inhibir la
biosintesis de numerosos nutrientes, es por ello que la produccidon de biomasa, y por tanto
biomoléculas de interés, dependera de las determinadas situaciones de estrés o condiciones de
crecimiento a los que estén expuestas (Gouveia et al., 2008; Batista et al., 2013; Koller et al.,
2014).

Debido a su gran capacidad de adaptacion a las nuevas condiciones medioambientales
para poder sobrevivir a lo largo de los afios, las microalgas producen una gran variedad de
metabolitos bioldégicamente activos, con estructuras que no podemos encontrar en otros
organismos (Batista et al., 2013; Koller et al., 2014; Gouveia et al., 2008).

Los valiosos compuestos que podemos encontrar en las microalgas son:



Pigmentos: Una de las caracteristicas mas importantes es su color y cada phylo de
microalga combina cada uno de estos pigmentos de una determinada manera para
obtener su color caracteristico. Ademas de la clorofila, como el pigmento
fotosintético primario, estos microorganismos poseen otros secundarios como las
ficobiliproteinas o los carotenos, que son capaces de aumentar la eficiencia de
utilizacion de la energia solar y las protegen contra los excesos de radiacion solary
sus efectos relacionados (Gouveia et al., 2008).
o Clorofila (figura 1): A parte de ser colorantes alimentarios, los derivados de
la clorofila pueden favorecer la salud con sus propiedades antiinflamatorias.
Recientes estudios han evidenciado que su consumo disminuye el riesgo de

cancer colorectal (Gouveia et al., 2008).

HiC

HaCu,,,.
R, = X

R, = CHj , chlorophyll "a"
o OR; = CHO, chlorophyll "b"

Figura 1.- Estructura quimica de la clorofila a y b. Fuente: Gouveia et al., 2008.

o Carotenoides (figura 2): Responsables de los diferentes colores desde
amarillo a rojo, funcionan como protectores de los rayos solares del aparato
fotosintético. Los principales carotenoides que producen las microalgas son
el betacaroteno y la astaxantina, ademas del licopeno y luteina, varios de
los cuales con una elevada capacidad antioxidante que funcionan como
provitamina A. Epidemiolégicamente se ha correlacionado con una
disminucion del riesgo en enfermedades en la cuales los radicales libres
juegan un rol en la iniciacién, como la arteriosclerosis, enfermedades

oculares, de la piel y cancer (Gouveia et al., 2008; De la Jara et al., 2014).
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Figura 2.- Estructura quimica de a) licopeno, b) betacaroteno, c) astaxantina, d) luteina,

e) cantaxantina. Fuente: Gouveia et al., 2008.

o Ficobiliproteinas: pigmentos fluorescentes hidrosolubles, entre los cuales se

encuentran la ficocianina y ficoeritrina, son utilizados como marcadores
clinicos de diagndsticos y para el etiquetado de anticuerpos, ademas
presentan propiedades antinflamatorias, antioxidantes, neuroprotectorasy
hepatoprotectoras (Gouveia et al., 2008; De la Jara et al., 2013).

- Acidos grasos: las microalgas son fuente de acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga (figura 3), dentro de esta clasificacién podemos encontrar los denominados
omega 6 y omega 3. Estos dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga no pueden
ser sintetizados por las plantas ni por los animales, tampoco por el ser humano, por
lo que debemos obtenerlos a partir de nuestra dieta.

o Los omega 6 que presentan las microalgas son, entre otros, el linolénico
(GLA) y el acido araquiddnico (ARA).

o Los omega 3 son el acido eicosapentaenoico (EPA) y el docohexaendico
(DHA). La consumicidon de estos acidos, sobretodo el DHA, ha sido asociada
con la regulaciéon de la produccién de EPA, los cuales son sustancias
biolégicamente activas que influyen en varias funciones de las células y
tejidos, siendo importantes en la profilaxis y terapia de enfermedades
crénicas y degenerativas, como la reduccion del colesterol en sangre y la
prevencion de enfermedades cardiovasculares, arteriosclerosis,
enfermedades de la piel y artritis (De la Jara et al., 2013; De la Jara et al.,

2014; Gouveia et al., 2008).
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Figura 3.- Estructura quimica de algunos acidos grasos poliinsaturados. Fuente: Gouveia et al., 2008.

Cabe mencionar que los aceites derivados de la biomasa de microalgas
procedentes de plantas de produccion controladas no presentan contaminantes en su
composicion, como son los metales pesados o los plaguicidas que se bioacumulan en las
cadenas tréficas marinas.

- Proteinas: el elevado contenido proteico es mas que una razén de peso para
considerar las microalgas como una fuente no convencional de proteina. Contienen
aminodcidos esenciales que no pueden ser sintetizados por la célula animal como la
lisina, metionina, triptéfano, treonina, valina, histidina e isoleucina; siendo
comparables con los contenidos presentes en el huevo y la soja (Gouveia et al.,

2008).

- Vitaminas y minerales: La biomasa de las microalgas representa una valiosa fuente
de muchas vitaminas esenciales como son el tocoferol, el acido ascérbico vy
vitaminas del grupo B. Ademas de altos niveles de micro (Fe, Zn, Mn y Cu) vy
macrominerales (Na, Ca, Ky Mg) que las hacen particularmente importantes como
suplementos para dietas vegetarianas (De la Jara et al., 2013; De la Jara et al., 2014;

Gouveia et al., 2008).

Es por todo lo mencionado, que las microalgas se pueden considerar como un
ingrediente y por tanto, alimento funcional, ya que se demuestra con sus compuestos bioactivos
de gran interés, que afectan beneficiosamente a una o mds funciones especificas del cuerpo
humano, ademas de tener efectos nutricionales mejorando el estado de salud y bienestar y/o
reduciendo el riesgo de enfermedades (Kadam y Prabhasankar, 2010). En la figura 4 se presenta

de forma resumida productos sintetizados por las microalgas y sus dreas de aplicacion.
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Figura 4.- Visién general de los productos sintetizados por las microalgas y sus areas de

aplicacion. Fuente: Koller et al., 2014.

1.2.3. Especies de microalgas utilizadas

Las microalgas que se han utilizado para el disefio de pan objeto de este trabajo, las
cuales se han incorporado a la masa madre a partir de la cual se ha realizado un pan artesanal,
son las siguientes: Isochrysis galbana, Tetraselmis suecica, Scenedesmus almeriensis y
Nannochloropsis gaditana. En el presente apartado se describen con brevedad las
caracteristicas mas destacables de cada especie de microalga ademas de clasificarlas
taxonémicamente.

Isochrysis galbana (1SO) (figura 5) es una microalga marina flagelada, perteneciente al
reino Plantae, phylum Haptophyta, clase Coccolithophyceae, subclase Prymnesiophycidae,
orden Isochrysidales, familia Isochrysidaceae y género Isochrysis. Sus células tienen un tamafio
de 4-7 um y sin pared celular.

Esta microalga se caracteriza por una rdpida tasa de crecimiento, amplia tolerancia a
temperatura y salinidad y ausencia de toxinas. Como todas las microalgas, el crecimiento y la
composicidn bioquimica de la Isochrysis galbana depende de las variaciones en las condiciones
de cultivo, como por ejemplo, los nutrientes, temperatura, salinidad y fotoperiodo. Ademas,
presenta un alto contenido de polisacdridos solubles e insolubles (representando el 13% de la
materia seca), proteina y significantes porcentajes de acidos grasos poliinsaturados (Sadovskaya

et al., 2014).



Figura 5.- Imagen al microscopio (zoom x10 y x40) de la especie Isochrysis galabana.

Tetraselmis suecica (TETRA) (figura 6) es una microalga marina unicelular y mévil de 10
a 15 um de tamafio, con forma elipsoidal que se reproduce por fision longitudinal. Su
clasificacién taxondémica es la siguiente: reino Plantae, phylum Chlorophyta, clase
Prasinophyceae, orden Chlorodendrales, familia Chlorodendraceae y género Tetraselmis.

Presenta un alto contenido en proteinas con acido glutamico, acido aspartico y leucina
como aminoacidos mas abundantes; hidratos de carbohidratos y minerales, siendo el calcio el
elemento mas abundante ademas de cloruros y sodio; las grasas representan el 6.7% del

liofilizado, y aproximadamente el 50% de los acidos grasos son poliinsaturados (PUFA), siendo

el acido linolénico el mas abundante seguido por el acido eicosapentanoico (EPA) (Pico et al.,

2013).
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Figura 6.- Imagen al microscopio (zoom x10 y x40) de la especie Tetraselmis suecica.

Scenedesmus almeriensis (SA) (figura 7) fue descubierta en el 2007 en la estacidn de Las
Parlmerillas, Almeria (Centro de Investigacion Agroalimentario). Mientras un grupo de

cientificos investigaba en el cultivo de otra especie se desarrollé espontdneamente en los
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biorreactores de la estacién (Del Castillo et al., 2011). Es una especie dulceacuicola, verde, no-
movil que generalmente se agrupa formando colonias de 4 células, su tamafio se encuentra
entre 12-14 um de ancho y 15-20 um de largo y sus células son elipticas donde algunas de ellas
presentan espinas (Sociedad Espaiola de Microalgas y Subproductos, 2015).

Cabe sefialar algunas de sus fortalezas, como son su elevada velocidad de crecimiento y
gran tolerancia a condiciones de cultivo extremas, creciendo en amplios rangos de temperaturas
y pHs, ademas de tolerar elevadas concentraciones de cobre. Posee una pared celular muy
resistente que la protege de fendmenos de estrés mecdnico. Contiene una composicion
bioquimica distintiva ya que su contenido en carotenoides es muy poco usual, especialmente en
luteina, llegando a valores muy altos de concentracion de 500mg/100g de materia seca
(Universidad de Almeria, 2012).

La Luteina es un pigmento amarillento de la familia de los carotenoides (xantofilas), que
no es producida por el cuerpo, por lo tanto, debe ser obtenida a partir de la ingesta de alimentos.
Estd presente en los ojos (protegiendo la retina), el suero, la piel, la nuca, el cerebro y el pecho.
La luteina tiene propiedades antioxidantes que protegen al organismo del ataque de los
radicales libres, siendo muy importante a la hora de prevenir procesos tumorales vy
cancerigenos, mejorando el sistema inmune y la comunicacidn celular (Del Castillo et al., 2011).

Ademas de dicho contenido inusual de luteina, presenta un considerable contenido de

proteina (49.4% de proteina cruda en base seca) y un perfil de acidos grasos poliinsaturados con

grandes cantidades de acido linolénico (Vizcaino et al., 2014).
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Figura 7.- Imagen al microscopio (zoom x10 y x40) de la especie Scenedesmus almeriensis.
Nannochloropsis gaditana (NANNO) (figura 8) es una especie que en su mayoria ha sido

conocida en el medio marino, pero también se produce en el agua dulce y salobre (Sociedad

Espaiola de Microalgas y Subproductos, Abril 2015).
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Su origen se da en la Bahia de Cadiz y esta nueva especie, que se obtiene a partir de dos
especies: N. oculata (subesférica de 2-4u de didametro) y N. salina (cilindrica de 3-4 x 1.5-1.7p),
pertenece a la clase Eustigmatophyceae y género Nannochloropsis (Monopsidaceae). Sus células
presentan una forma elipsoidal de 3.5-4 x 2.5-3 y, son inmdviles y desprovistas de flagelos. Su
pared celular es lisa sin cubierta mucilaginosa y formada de una sola pieza, siendo gruesa y
resistente. Es una especie autétrofa y no requiere vitaminas para su crecimiento, ademas frente
a factores como la salinidad, temperatura e intensidad luminica, tolera un amplio rango de
salinidades y una baja intensidad saturante de luz en comparacién con otras algas,
probablemente debido a la presencia de una sola clorofila, confiriendo menor estabilidad al
aparato fotoquimico en presencia de altas intensidades luminicas.

Cabe destacar que, ademas de clorifla a, B-caroteno, violaxantina como carotenoide
mayoritario y vaucheriaxantina, que se encuentran en las dos especies por la que esta formada
la microalga, presenta de manera constante en su composicidon a-caroteno, que es un tipo de

caroteno, el cual a su vez pertenece a los pigmentos antioxidantes de los carotenoides (Lubian,

1982).
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Flgura 8.- Imagen aI microscopio (zoom x10 y x40) de la espeue Nannoch/oropSIs gad/tana

Para finalizar, en la tabla 1 se muestra a modo resumen los porcentajes de los
compuestos mas importantes que se encuentran en cada una de las especies de microalgas
citadas. En ella se puede observar que la especie con mds proteina es la Isochrysis, la que
contiene mas cantidad de carbohidratos es la Scenedesmus y el mayor contenido lipidico se

encuentra en la Nannochloropsis.
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Tabla 1.- Composicidn quimica de las especies de microalgas utilizadas.

Isochrysis Tetraselmis Scenedesmus Nannochloropsis
Composicion

galbana suecica almeriensis gaditana
Proteinas 50-56 % 37.6% 48.3 % 52 %
Carbohidratos 10-17 % 31.6% 383 % 12 %
Lipidos 12-14 % 6.7 % 10 % 28%

Fuente: Isocrysis galbana (de la Jara et al.,, 2014), Tetraselmis suecica (Pic6é et al., 2013),
Scenedesmus almeriensis (Molina, 2006) y Nannochloropsis gaditana (Sociedad Espafiola de

Microalgas y Subproductos, 2015).

1.3.  Panjunto con microalgas

La incorporacién de microalgas a la alimentacion humana no es tan reciente como
parece. Los primeros documentos escritos que recogen testimonio de su consumo aparecen,
por una parte, a través de los conquistadores que llegaron a México y se sorprendieron al ver
consumir a los aztecas unas tortas verdeazuladas que recolectaban en el lago Texcoco y que
secaban al sol (de la Jara et al., 2013; Safi et al., 2014). Estas tortas se llamaban tecuitlal y hoy
en dia se sabe que estaban compuestas fundamentalmente por Spirulina. Por otra parte, al otro
lado del océano, en el continente africano, a orillas del lago Chad, también se consumia dibé, un
alimento similar al de los aztecas, tanto en composicion como en aspecto, que ha mantenido a
la poblacidn local durante siglos (de la Jara et al., 2013).

No fue hasta principios de los afios 50 del siglo pasado cuando comenzé a desarrollarse
la llamada biotecnologia de microalgas debido a la necesidad de una fuente alternativa de
proteina para la gente mal nutrida en paises en vias de desarrollo y también para combatir la
crisis alimentaria a la que el mundo estaba enfrentandose en aquel momento (de la Jara et al.,,
2013; de la Jara et al., 2014).

Tanto en el pasado siglo como en la actualidad, ya son varios los paises que incorporan
las microalgas en su alimentacién, como por ejemplo en Asia, Centro y Sud América, en las islas
del Pacifico y en los Estados Unidos. Las especies mas populares consumidas en este ultimo pais
son las microalgas verdes, Cholrella y Scenedesmus; y las cianobacterias Spirulina vy
Aphanizomenon. Es por ello que han habido varios estudios toxicoldgicos y nutricionales donde
evaluan el efecto de dichas especies en los humanos (Szabo et al., 2012).

Sin embargo, segun el libro “Microalgae: biotechnology and microbiology” (Becker,
1995), son muy pocos los estudios anteriormente mencionados que hayan sido llevados a cabo

durante mucho tiempo para saber realmente los efectos a largo plazo que podrian causar las
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distintas especies de microalgas, por lo que la informacidn disponible es aln incompleta para
concluir una declaracion contundente en el caso de alguna de las millones de especies de
microalgas.

Varios estudios han sido realizados con las especies de microalgas Chlorella y
Scenedesmus, en diferentes partes del mundo, como Africa, Asia, Alemania, Rusia, Perd y
Tailandia; con nifios malnutridos, personas que han vivido solo alimentandose a partir de algas
durante un cierto periodo de tiempo, personas sanas de entre 18-23 afios y de entre 27-33 afos.

De todos ellos se concluyé que:

- Los primeros que se realizaron solo toleraban una cantidad de hasta 100-200 g de
microalgas, ya que mas les provocaba un sabor desagradable, flatulencias, vdmitos
y nauseas. Se dedujo que los sintomas fueron causados por el poco procesamiento
de las microalgas utilizadas y un periodo de estudio muy corto.

- Con los estudios mas recientes comprobaron que a partir de mas de 100g ya se
obtuvieron cambios en parametros metabdlicos; se demostré un efecto positivo
como fuente de lisina y treonina; y en nifios con una ingesta de 10 g al dia se
producia un aumento del peso.

Actualmente, ya son varias las especies de microalgas admitidas en la reglamentacion

de alimentos, como es el caso de Dunaliella, Schyzochitrium, Odontella, Spirulina, Chlorella y
recientemente en el 2014, Tetraselmis (de la Jara et al., 2014).

Sin embargo, son pocos los estudios de investigacion, y por tanto los alimentos en el
mercado, donde encontramos las microalgas como ingrediente. Algunos de ellos incorporan:
Chlorella a galletas de mantequilla con porcentajes de 0.5%, 1%, 2% y 3% (Gouveia et al., 2007)
(figura 9 izquierda); Spirulina 5%, 10% y 20% a masa de pan de trigo (Rodriguez et al., 2014);
Isochrysis a galletas con 1% y 3% (Gouveia et al., 2008) (figura 9 derecha), y 0.5%, 1% y 2% a
pasta fresca (Fradique et al., 2013) (figura 10). De todos ellos se puede concluir que una cantidad
mayor al 3% de microalgas en el producto final ya supone un rechazo por el consumidor debido

al fuerte sabor de ellas y al intenso color verde que presentan.

Figura 9.- Galletas con microalgas (izquierda: Chlorella; derecha: Isochrysis). Fuente: Gouveia et al.,

2007 y Gouveia et al., 2008.
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Figura 10.- Pasta con Isochrysis. Fuente: Fradique et al., 2013.

Es por todo lo descrito anteriormente que se decidid el disefio de un pan artesanal con
masa madre donde se introdujeron las microalgas, después de varias pruebas previas, en un

porcentaje de 1.5%.

1.3.1. Jesus Machi

Jesus Machi es maestro panadero recientemente galardonado con el Premio a Mejor
Maestro Panadero de 2015 por la Real Academia de Gastronomia de la Comunidad Valenciana.
Participa en numerosos cursos de formacion para profesionales amateurs interesados por el
mundo de la panaderia artesana. Colabora en congresos y foros profesionales tanto nacionales
como internacionales.

Para llevar a cabo este proyecto, se ha contado con la experiencia del maestro panadero
Jesus Machi, que habia observado una mayor actividad de su masa madre tras la incorporacién
de Isochrysis galbana. Con esta masa madre enriquecida hizo alguna prueba con resultados muy
positivos. De este modo, contando con la colaboracién del Maestro Machi, se realizé el disefio
experimental para la consecucidn de un pan especial enriquecido en microalgas, que es el

objetivo principal de este trabajo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
El objetivo del presente trabajo es el desarrollo de panes con la incorporacién de 4
diferentes especies de microalgas a una masa madre (proporcionada por el maestro panadero
Jesis Machi). Se pretende que el producto obtenido se caracterice por ser innovador vy
enriquecer el pan con los componentes beneficiosos que proporcionan las microalgas. Se busca
conseguir un nuevo producto de alto valor nutricional y dar una alternativa a la produccidon de

microlgas para biodiesel y utilizarlas como fuente alimentaria.

2.2. Objetivos especificos

- Observacion de las caracteristicas fisico-quimicas de las masas madre y de panes con las
diferentes microalgas.

- Caracterizacidon microbioldgica de las masas madre.

- Aceptacion del producto por parte del consumidor mediante andlisis sensorial.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.

Plan de trabajo

Para la realizacién de la innovadora produccidn de pan a partir de masa madre con

diferentes especies de microalgas y por tanto lograr los objetivos mencionados en el apartado

anterior, se ha seguido el siguiente plan de trabajo:

1.

Conocimiento de las necesidades del maestro panadero Jesus Machi. Se realiza una
puesta en comun de las diferentes pruebas de pan con masa madre de microalgas,
y los resultados preliminares observados: parece incrementar la actividad de la
masa madre y el sabor de los panes obtenidos era muy agradable. La comprobacién
de estas dos premisas constituyen la base del presente estudio.
Definicion de los objetivos del trabajo con la incorporacién de 4 especies de
microalgas para su posterior comparacion.
Busqueda bibliografica relacionada con: nuevos productos alimentarios con
microalgas; caracteristicas, propiedades y métodos de obtencidon de las 4 microalgas
utilizadas; analisis fisico-quimicos y microbiolégicos en pan como también los
pardmetros de calidad; y normativas vigentes con respecto a pan y microalgas
autorizadas para el consumo humano.
Pruebas preliminares de panes con microalgas para observar cambios de color y
sabor.
Panes a partir de preparados para panificacion (de cereales y normal) usando
diferentes porcentajes de microalga Tetraselmis suecica: 0.5%, 1%, 1.5% y 2%.
Panes a partir de masa madre crecida con microalga Isocrysis, proporcionada
por el maestro panadero, (no se conoce el porcentaje incorporado a esta).
Elaboracién de la formulacion final para la obtencidn de los resultados para nuestro
estudio con la incorporacién de un porcentaje fijo a la masa madre de las 4
diferentes especies de microalgas: Tetraselmis suecica, Isochrysis, Nannochloropsis
gaditana y Scenedesmus almeriensis.
Eleccidn del porcentaje mas adecuado a aiadir de microalgas a la masa madre
para la formulacién del pan.
Estudio del efecto de la incorporacién de microalgas sobre parametros fisico-
quimicos y microbiolégicos, tanto para las masas madre como para el pan.
Medida del perfil sensorial y aceptacion del producto por parte de los

consumidores.
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d. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, eleccidn de la mejor microalga.

3.2. Materias primas e ingredientes

Para la realizacion de las diferentes formulaciones de pan, se utilizaron los siguientes
ingredientes y materias primas. El principal fue la harina de trigo de fuerza proporcionada por el
maestro pandero Jesus Machi, que se caracteriza por ser obtenida de manera natural mediante
la molturaciéon del grano de trigo maduro, entero, sano, seco y desprovisto del salvado y germen.
Presenta unas caracteristicas quimicas del 13 g/100 g de proteinas, de las cuales un 25% aprox.
corresponde al gluten, 15 g/100 g de humedad y 0.8% de cenizas. Ademas se encuentra libre de
puntos negros y/o materias extrafias, con color blanco uniforme y con olor y sabor
caracteristicos de la harina.

Otro de los ingredientes principales para la elaboracién de pan, fue el uso de agua de
mar, ya que al introducir microalgas que se encuentran de forma natural en él, se pensé que con
ello se realzaria el sabor caracteristico de estas peculiares formas de vida. El agua de mar
empleada es apta para consumo humano, y proporcionada por la Unica empresa que se dedica
a la producciéon y venta de agua de mar, “Mediterranea agua de mar”. La forma de obtencion de
dicha agua se realiza a partir de un sencillo proceso que consta de las siguientes fases:
extraccién, donde se capta el agua en diversos puntos de la costa de estado muy bueno con
agua de la mayor pureza; andlisis una vez en planta para descartar la presencia de
contaminantes microbiolégicos y quimicos; microfiltracién, donde se purifica de manera que
eliminan los compuestos organicos, fitoplacton, zooplacton y bacterias, todo ello seguido de una
esterilizacidn en frio; y finalmente, antes del proceso de envasado, se realiza un proceso final de
eliminacion de boro.

La masa madre utilizada, fue proporcionada también por el maestro panadero, obtenida
por elaboracion propia del mismo durante 17 afos. El método de creacién de masa madre
empleado por Jesus Machi se resume a continuacién:

- Mezcla de agua con manzana 50% + harina integral 50%.

- Lamasa obtenida se somete a 3 dias de fermentacién a 30-32°C.

- Mezcla de 0,5 kg de la primera masa + 0,5 kg harina blanca (13-15% proteina).

- Refrescar hasta 21 dias para conseguir actividad de los microorganismos propios de la
masa y, por tanto, de la harina, para asi ya poder realizar pan.

- Finalmente, para refrescar la masa madre y por tanto, mantener su actividad

microbioldgica, se incorporan 2 cucharadas de harina de aproximadamente 15 gramos
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al dia a una temperatura de 252C. Para su conservacion, la masa es introducida en

refrigeracion a 7-92C a 70-85% de humedad relativa controlada.

Por ultimo, el ingrediente diferencial empleado, y que confiere el cardcter innovador y
funcional son las microalgas proporcionadas por la Universidad de Almeria, con todas sus

caracteristicas y propiedades destacadas en el punto 1.2 del presente trabajo.

3.3. Proceso de elaboracién

Para definir las caracteristicas deseables del producto se realizaron unas pruebas
preliminares con el fin de determinar el color y sabor éptimos para el mismo. Se elaboraron los
panes presentados en la tabla 2 siguiendo las instrucciones de los premixes de panificacion,
utilizando en esta fase una panificadora eléctrica marca SEVERIN, con el programa de

elaboracion normal de panes.

Tabla 2.- Pruebas preliminares.

Tetraselmis Suecica Isochrysis galbana
Harina cereales Harina normal Harina Jesus
Pan1% | Pan2% | Pan05% | Pan1% | Pan1,5% | Pané?% | Pan¢?%
Ingredientes Cantidad (g) Cantidad (g) Cantidad (g)
Harina 250 250 250 250 250 250 250
Alga 4 8 2 4 6
Agua 150 150 150 150 150 150 | 100 ]
Levadura 3,5 3,5 Incorporadal Incorporadal Incorporada
Masa madre 100 100
Sal 5

Fuente: Elaboracidn propia.

Estos panes solo fueron evaluados por el aspecto visual y sabor, con dicho estudio previo
se establecid el porcentaje de microalgas a incorporar en la masa madre. De los resultados se
definié un 1.5% de microalgas como el éptimo por los pardmetros considerados de aspecto y
sabor.

Para el proceso de elaboracion del pan artesano con masa madre, se siguieron las
indicaciones proporcionadas por el maestro panadero. El porcentaje de todos los ingredientes
con los que se realiza el pan van en relacién sobre la harina, segln el procedimiento artesanal
tradicional.

Las proporciones de cada ingrediente con respecto a la harina para la elaboracién de
pan son las siguientes: Harina 100%, masa madre 40%, agua 50-60% y sal 2%.

A 500 gramos de masa madre, se incorporaron 7.5 gramos de cada una de las diferentes
especies de microalgas con el fin de obtener el porcentaje estimado. Se mezclaron y se dejaron

en una cdmara de T2 y humedad controlada.
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Para proceder a la elaboracion del pan, las masas madre con microalgas se dejaban
atemperar durante dos horas a unos 252C, incorporandoles una cucharada de harina y la misma
cantidad de agua para reactivar la masa y asi poder realizar el pan. Este proceso de reactivacion
fue también el empleado para el tratamiento previo de las muestras de masa madre de cara a
las determinaciones de los pardmetros fisico-quimicos y microbioldgicos.

En la tabla 3 se muestran las formulaciones estudiadas.

Tabla 3.- Formulaciones estudiadas.

Pan1l Pan 2 Pan3 Pan 4 Pan5
Ingredientes|Cantidad (g)|Cantidad (g)]Cantidad (g)| Cantidad (g)|Cantidad (g)
Harina 100 100 100 100 100
Agua - - - - -
Masa madre 40 40 40 40 40
Sal - - - - -
Agua de mar 50 50 50 50 50

Nota: El pan 1 corresponde con la microalga Isochrysis galaban, pan 2 Tetraselmis suecica, pan 3

Scenedesmus almeriensis, pan 4 Nannochorepsis gadityna y pan 5 sin microalgas.

Las masas, una vez pesados y mezclados los ingredientes, se dejaban reposar 10 minutos
para que cogieran algo de fuerza, se procedia a pesarlas (peso aproximado de 190 gramos), y se
separaban en tres porciones de 63 gramos aproximadamente cada una. Seguidamente se
realizaba el boleado de la masa de manera también manual. Una vez formadas las bolas, se
dejaban reposar unos 10-15 minutos y se procedia al formado de la masa e introduccién en los
moldes.

Las masas se introducian en refrigeraciéon a 92C durante 20 horas para conseguir una
primera fermentacion lenta. Tras la primera fermentacidn, se sacaban las masas de refrigeracion
y se dejaban atemperar durante 2 horas antes de la introducciéon en el horno a vapor.

Finalmente se procedia al horneado de las masas panarias a una temperatura de 2102C
durante 25 minutos, con un precalentamiento previo del horno a 2102C durante 15 minutos.

Una vez obtenido el pan, se dejaba enfriar antes de proceder a los andlisis de las
muestras.

Todo este proceso artesanal de elaboracidn de panes se esquematiza en el diagrama de

flujo que se muestra en la figura 11.

19



Adicién de
microalgasa |—>
masa madre

Mezclado de

ingredientes —> Amasado

\4

Division de masa

en porciones — Boleado — Formado

\4

Fermentacién Atemperado a Horneado ’ Pan de
lenta a 92C-20h 25°C-2h 2102C-25min microa|gas

Figura 11.- Diagrama de flujo de elaboracion del pan para el presente trabajo.

3.4.  Analisis fisico-quimico

3.4.1. Actividad de agua
Se utilizé un medidor de la actividad de agua AqualLab Dewpoint Water Activity Meter
4TE (Decagon Devices, USA). Las mediciones de las muestras se realizaron por triplicado tanto

para las formulaciones de las masas madres como para las de los panes.

3.4.2. Humedad

La obtenciéon de los valores de humedad tanto para las masas madres como para los
panes, se realizd mediante el método de desecacion en estufa de secado con bomba a vacio
Vacioterm modelo P-selecta (Selecta S.A., Barcelona, Espaia) a 702C hasta peso constante segun
el método de la AOAC 934.01.

La determinacidn se realizé por gravimetria por diferencia. Las mediciones se efectuaron
por triplicado para cada muestra. En el caso de las masas madre se introdujeron 5 gramos de
éstas en crisoles previamente secados durante 24h; y para la obtencién de humedad en pan, se
introdujeron 5 gramos en flaneras de aluminio dispersados con arena de mar y alcohol para
poder proporcionar una mejor evaporacién del agua y evitar el apelmazamiento en las muestras,
ya que se trata de un producto con un relativamente bajo porcentaje de agua en su composicion

después del horneado.
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3.4.3. Color

Para la medicién instrumental de esta propiedad Ooptica se utilizd un
espectrocolorimetro Minolta CM-700d (Minolta Co., Tokyo, Japan) obteniendo las coordenadas
CIE-L*a*b* con un iluminante estandar D65 y un observador o angulo de vision estandar de 109.

Dichas coordenadas se obtuvieron tanto para la masa madre como para el pan. En el
caso de la masa madre, se realizaron tres repeticiones para cada tipo de formulacién y en cada
una de ellas se tomaron datos en 5 puntos diferentes. Con respecto al pan, se adquirieron datos
de color en la corteza y en la miga. Para obtener las coordenadas, se realizd6 el mismo
procedimiento que con las masas madres, pero en la miga se tomaron datos en 6 puntos

diferentes.

3.4.4. pH

La determinacidn del pH se efectud con un pH-metro C830 (Consort nv, Bélgica) tanto
para la diferentes masas madre como para los panes.

Para la caracterizacién de las masas madre se realizaron 3 mediciones por muestra a una
temperatura de entre 202C y 22°C.

Para el caso de los panes, 10g de pan fueron pesados y se afiadieron 90mL de agua
ionizada formando asi una suspensién para la posterior lectura. También se realizaron 3

mediciones por muestra a una temperatura de entre 212Cy 232C.

3.4.5. Acidez

Para la determinacién de la acidez se utilizé un valorador automatico (titrator) modelo
902 Metrohm (Gomensoro S.A Madrid, Espafia). Dicho equipo se basa en un método
potenciométrico con una titulacién a punto final 8.5, realizada con el electrodo de pH segutn el
método de valoracion de pH y grado de acidez para cereales, productos molidos de harina y
pasta seca, proporcionado por el mismo equipo.

A los 10g de pan junto con 90mL de agua ionizada preparados para el método anterior,
se afladieron 100mL de agua ionizada para formar una suspensidn mas diluida. La determinacién

se realizd por triplicado.

3.4.6. Viscosidad
La determinacién de la viscosidad se realizd con un viscosimetro Smart Series TSML

211239, Fungilab S.A (Sant Feliu de Llobregat, Barcelona, Spain).
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Las mediciones fueron repetidas 3 veces a diferentes velocidades para cada formulacién
de masa madre, obteniendo asi directamente resultados de viscosidad en centipoise (cP). Este

pardmetro fue medido con el usillo L4 y velocidades de 20, 12 y 10 rpm.

3.4.7. Textura

Se realizd un test de doble compresion usando el texturometro TA-XTPlus (Stable Micro
Systems Ltd., Godalming, UK) y software TextureExponent Lite 32 (versidn 4.0.8.0) con el fin de
caracterizar la textura de los panes realizados, observando la influencia de las 4 diferentes
microalgas utilizadas en la formulacion.

El ensayo se llevé a cabo mediante dos compresiones ciclicas con rodajas de 25 mm de
grosor y bajo las siguientes condiciones: 40% de compresién, fuerza de 0.098 N, velocidad de
1.7 mm/s, velocidad post-test de 10 mm/s, tiempo entre ciclos de 15 s y una fuerza de “trigger”
de 0.049 N, segun (Jekle y Becker, 2012). Se utilizé un émbolo SMS P/75 de (7.5 cm didmetro).

Se realizaron 3 mediciones para la caracterizacion de la miga y otras 3 para la corteza
con los diferentes tipos de panes. A partir de la curva de fuerza en gramos (g) vs. tiempo en
segundos (s) se midieron las siguientes propiedades mecanicas: dureza (g), adhesividad (g x s),

elasticidad, cohesividad, gomosidad y masticabilidad.

3.4.8. Tamafio de alveolo

Para la obtencidn del tamano de los alveolos resultantes del proceso de horneado del
pan, se realizé un analisis de imagen con el programa IMAGEJ, a partir de fotografias (figura 12)
realizadas con una Camara Sony a-330, por triplicado para cada tipo de pan formulado. Se
determind el area total de las rodajas de pan, el drea sin los alveolos y a partir de estos dos

datos, se obtuvo la porosidad de cada muestra.

A
B .

Figura 12.- Imagen de las dreas (marcadas con amarillo) de la rodaja de pan sin tener en cuenta

los alveolos (izquierda) y de la rodaja de pan total (derecha).
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3.5. Analisis microbiolégico

Con el fin de analizar la microflora de las diferentes masas madre y asi observar la
influencia de las 4 microalgas utlizadas en la carga microbiana con respecto a una masa madre
sin la incorporacién de estas, se realizd un recuento total en placa de aerobios mesdfilos,
bacterias lacticas y levaduras, ya que componen la principal microflora de las masas panarias
para producir las diferentes vias fermentativas del pan (alcohdlica, lactica y acética).

Para el recuento de los aerobios meséfilos se utilizé el medio PCA (Plate Count Agar) y
se incubd a 302C durante 48 horas. Para las bacterias lacticas utilizamos el medio MRS (Man,
Rogosa y Sharpe, Scharlab S.L., Barcelona, Espafia) incubandose a 372C durante 48 horas. Y por
ultimo para el recuento de levaduras se utilizé el medio Sabouraud glucosado con una

incubacion de 252C durante 48 horas.

3.6. Analisis sensorial

Se realizd un analisis sensorial con el fin de evaluar las formulaciones de pan con las
diferentes especies de microalgas en base a los resultados obtenidos en las determinaciones
analiticas previas. La finalidad del andlisis fue evaluar la preferencia de los catadores frente a las
4 microalgas utilizadas para la formulacién del pan, obtener cual le ellas es mejor aceptada,
saber si el consumidor es capaz de identificar sabores no habituales en el pan y si el hecho de
conocer que el producto testado presentaba microalgas influye en su valoracién y decision de
compra.

Cabe sefialar que las muestras que se presentaron a los catadores fueron realizadas por
el panadero Jesus Machi, colaborador clave para este estudio, para que de este modo los
catadores tuvieran una mejor apreciacién del producto real al catar los panes recién hechos de
manera tradicional y con sus propiedades dptimas.

Las muestras fueron suministradas a la vez en porciones de forma cubica de 1-2 cm cada
unay evaluadas en una escala heddnica de 9-puntos (UNE EN-ISO 4121:2006), siendo 9 la mejor
puntuacion y 5 el punto medio.

En el cuestionario que se les presentaba al panel los atributos evaluados fueron: sabor,
intensidad de sabor, textura, color, aceptacion global e intencién de compra (Anexo 1). Este
analisis sensorial se llevd a cabo con un panel compuesto por 42 catadores, no expertos y no

entrenados.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1. Analisis de las masas
Todos resultados que se presentan a continuacion, se obtuvieron a partir de las
diferentes masas madre con las que se elaboraron los panes artesanales disefiados para el

presente proyecto.

4.1.1. Actividad de agua, Humedad y pH

La actividad de agua (aw) se define como la relacién que existe entre la presion de vapor
del agua en equilibrio con el alimento y la presién de vapor del agua pura a la misma
temperatura, es decir, la cantidad de agua libre que hay en un alimento y que esta disponible
para reaccionar quimicamente con otras sustancias y provocar el crecimiento microbiano.

La humedad de los alimentos es la cantidad de agua que un alimento presenta en su
composicion, sin hacer referencia a qué fraccidon del agua esta ligada a otras sustancias. No
obstante, se puede establecer un limite del 25% de humedad para poder considerar a un
alimento como humedo o de humedad intermedia (mayor al 25%), o bien como alimento seco
(menor al 25%).

Y por ultimo, el pH es un indicador de la cantidad de iones libres de hidrégeno que un
alimento contiene. Esta propiedad nos informa sobre el cardcter dcido o basico que presenta el
alimento, teniendo relacién con la calidad del mismo, ya que unas determinadas condiciones de
pH y temperatura pueden influir de manera notable en el desarrollo de microorganismos y en
determinadas reacciones quimicas entre los solutos presentes en el alimento.

Se realizé un andlisis estadistico (Anexo 2) con los diferentes resultados obtenidos a
partir de las masas madre para aw, humedad y pH, los cuales se muestran en la tabla 4 con sus

medias y desviacién estandar.

Tabla 4-. Resultados de aw, humedad y pH para las diferentes formulaciones de masa

madre.
Media £ desviacion estandar
aw Humedad (%) pH
ISO 0,9803 + 0,0009 37,779 3,87+0,11
TETRA 0,9837 £ 0,0011 52,3+7,5 3,74 0,02
SA 0,9823 + 0,0019 49,3+0,2 3,74 £ 0,06
NANNO 0,9804 + 0,0010 57,2+8,1 3,72+0,01
Blanco 0,9854 + 0,0006 50,9+0,1 3,72+0,02
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Con respecto a la aw de agua, se observan diferencias significativas (p<0.05) entre las
masas con Isochryisis y Tetraselmis; Isochrysis y masa madre normal; Tetraselmis y
Nannochloropsis; Scenedesmus y masa madre normal; y Nannochloropsis y masa madre normal.
Pudiendo afirmar que, aunque los valores son muy similares entre si, la adicién de las microalgas
Isochrysis, Scenedesmus y Nannochloropsis a la masa madre produce un descenso significativo
de la aw con respecto a la masa madre sin microalgas.

Con los valores de humedad en cambio, solo encontramos diferencias significativas
(p<0.05) entre la masa madre con la especie Isochrysis y todas las demas utilizadas. Finalmente,
con el pH ocurre lo mismo que con la propiedad anterior, es decir, que la incorporacién de la
especie Isochrysis a la masa madre resulta en un descenso significativo del pH de la misma, y por
tanto, presenta un cardcter mas 4cido en comparacion con las demas masas madres.

De estas determinaciones se puede concluir que la introduccidn de Isochrysis galbana a
una masa madre elaborada de manera tradicional produce cambios significativos en las

propiedades de aw, humedad y pH para los alimentos, disminuyendo todas ellas.

4.1.2. Color

El color es un conjunto de sefiales que entran en el cerebro a través del sentido de la
vista. Pero se ha de definir el color psicofisico como la medida que tiene por objeto relacionar el
color fisico con el percibido. Esta cuantificacidn se realiza a través de coordenadas de color, que
representan la respuesta de cada cono del ojo al estimulo percibido. Estas respuestas
dependerdn del estimulo luminoso exterior y de la respuesta del ojo.

Las mencionadas coordenadas de color se cuantifican con los espacios uniformes de
color, siendo el espacio CIE L*a*b* uno de los mas utilizados en ciencia y tecnologia de
alimentos. Donde se define:

- L* (eje vertical de espacio CIE L*a*b*): atributo de la sensacion visual segun la cual una
superficie emite mas o menos luz.
- a* (eje horizontal): Representa una medida del contenido de rojo (a* positiva) o verde

(a* negativa) de un color.

- b* (otro eje horizontal y perpendicular al eje a*). Los valores positivos indican contenido
de amarillo, y los negativos contenido de azul.

A partir de estas coordenadas se pueden obtener los atributos de color percibido que se
definen como:

- h* es el tono, el atributo segun el cual una superficie parece similar a uno, o

proporciones de dos, de los colores percibidos: amarillo, naranja, rojo, verde, azul y
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purpura. Se trata del angulo que mide la tonalidad, indicando la orientacion relativa del

color respecto al origen 02.

b *
h*= arctg;

- C* eslapureza, medida de la saturacion, que es el contenido de color de una superficie
evaluado en proporcion a su luminosidad. Es medida desde el punto central del espacio
de color que se extiende hacia fuera de dicho punto. Un color con un valor alto de C* es
un color altamente saturado.

Cr= Jari4b e
- AE, es la diferencia global de color, donde a los valores de las muestras se le restan los

valores tomados como referencia.

AE = \/(Aa*)? + (Ab %) + (AL *)2

Debido a los pigmentos de color (por ejemplo la clorofila) que presentan las microalgas,
de los cuales ya se ha hablado en el apartado 1.2.2, siempre vamos a encontrar diferencias
significativas (p<0.05) entre las coordenadas y los atributos que cada tipo de especie
proporciona a la masa madre con respecto a la masa sin ninguna de ellas. Es por lo que, se fijaron
los valores de L*, a* y b* (media y desviacidn estandar) como referencia de la masa madre, para
calcular las diferencias de color entre las muestras con cada microalga.

Paratodos los valores de L*, a*, b*, h* y C* (tabla 5), se hallaron diferencias significativas
(p<0.05) entre todas las especies, excepto entre: Scenedesmus almeriensis y Tetraselmis suecica
con respecto a L*, Scenedesmus almeriensis e Isochrysis galbana con respecto a a*,
Nannochloropsis gaditana y Tetraselmis suecica con respecto a b*, Nannochloropsis gadityna y
Scenedesmus almeriensis con respecto a h*, y Nannochloropsis gadityna y Tetraselmis suecica
con respecto a C*.

En el caso de los valores de diferencia de color (AE) con respecto a la masa madre sin
adicién de microalgas, se encuentran diferencias significativas (p<0.05) entre todas las muestras,

por lo que las masas con cada especie microalga presentan una coloracion diferente entre ellas.

Tabla 5.- Resultados de coordenadas y atributos de color de las diferentes formulaciones de
masa madre estudiadas.

Media + desviacidn estandar
L* a* b* h* c* AE
ISO 59,60+ 1,04 | -2,36+0,08 | 19,02+0,39| 3,02+0,00 |19,16 £+0,40| 18,94 +0,75
TETRA |56,30+1,19| 0,85+0,14 | 16,45+0,77| 0,05+0,01 16,47 +£0,77 | 20,44 +0,92
SA 56,28 +1,20 | -2,41+0,07 | 21,44+0,84 | 3,03+0,01 |21,58+0,82|23,02+0,81
NANNO |64,57+1,45|-1,94+0,08 |16,99+0,67 | 3,03+0,01 |17,01+0,66| 13,62 +1,04
Blanco |76,34+0,97|-0,61+0,04 |10,35+0,16 | 3,08 +0,00 |10,37+0,17 | 0,00 + 0,00
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Si se analiza cada coordenada y atributo de color, se puede confirmar que la especie
Nannochloropsis gaditana presenta mayor luminosidad (L*) y menos diferencia de color con
respecto a la masa madre normal; la especie Tetraselmis suecica muestra los valores mas altos
de a* y los mas bajos de b*, h* y C*; la especie Scenedesmus almeriensis manifesta los valores
mas bajos de a*, los mas altos de b*, h*, C* y diferencia de color con respecto a la masa madre
normal. Por Ultimo la especie Isochrysis galbana presenta valores intermedios entre todas las
muestras. (El andlisis estadistico completo se muestra en el Anexo 3).

Para poder observar donde se sitlan las muestras en el espacio de color CIE L*a*b*, se

utilizaron los graficos que se muestran en la figura 13.
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Figura 13.- Representacion del plano C* vs L* (izquierda) y en el plano a* vs b* (derecha) de las

masas madres en base a los resultados.

Donde se contempla que las masas madres con microalgas se encuentran en los valores
de a* negativo (verde), excepto para Tetraselmis suecica que presenta valores de a* positivo
(rojo) muy cercanos al 0. Ademas todas ellas se sitian en el b* positivo (amarillo), con

proporciones de tono entre amarillo y verde, y una saturacién (pureza) bastante baja.

4.1.3. Viscosidad

La viscosidad es una caracteristica que presentan los fluidos en movimiento al mostrar
una oposicion del flujo ante la aplicaciéon de una fuerza. La masa madre se puede considerar
como fluido alimentario ya que al ejercer una determinada fuerza, se provoca flujo del mismoy

por tanto una deformacidon permanente. Como consecuencia de la resistencia a la fricciéon que
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dicho fluido en movimiento opone al esfuerzo, se genera un gradiente de velocidad. Es por lo
que al relacionar el gradiente con el esfuerzo aplicado, se puede obtener la viscosidad.

En la tabla 6 se pueden observar las medias y desviaciones estdndar que se obtuvieron
al realizar la medicidn de viscosidades a diferentes velocidades, siendo destacable el aumento

de viscosidad al introducir microalgas a la masa madre normal.

Tabla 6.- Resultados del estudio de la viscosidad con las diferentes formulaciones de

masa madre.
Media * desviacion estandar

Viscosidad (cP)

ISO 35412 + 8181

TETRA 20793 £ 7091

SA 24486 + 9098

NANNO 20515 + 1302

Blanco 16953 + 1296

Para poder determinar diferencias significativas entre muestras, se escogieron los datos
obtenidos para el usillo L4 y gradiente de velocidad 20 rpm. Con estos se realizé una
comparacién de varias muestras (Anexo 4), donde al realizar una ANOVA y pruebas de multiples
rangos se observan diferencias significativas (p<0.05) entre todas las muestras de masa madre,
siendo la microalga que mas difiere estadisticamente con respecto al blanco, y por tanto que

mas viscosidad confiere a la masa madre, la Isochrysis galbana.

4.1.4. Microbiologia

Los microorganismos presentes en la masa madre panaria son muy importantes, ya que
son los encargados de llevar a cabo los procesos fermentativos que ocurren durante la
realizacion del pan y ademads provocan la textura y sabor caracteristicos del mismo.

En la tabla 7 se proporcionan las medias y deviacion estandar que se obtuvieron al
realizar el recuento en placa de microorganismos para cada tipo de medio utilizado. (Analisis

estadistico completo en el Anexo 5).
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Tabla 7.- Resultados del recuento en placa de los microorganismos presentes en las
diferentes formulaciones de masa madre.

UFC/g Media + desviacion estandar
PCA MRS Sabouraud
Aerdbios meséfilos | Bacterias lacticas | Mohos y levaduras
ISO 7,5%0,1 88+0,1 6,9%+0,0
TETRA 7,6+0,1 9,0+0,1 6,8+0,1
SA 7,8%+0,1 9,0+£0,0 6,8+0,0
NANNO 74%0,1 8,7+0,1 6,7+0,1
Blanco 7,2%+0,0 8,6+0,1 6,9+0,1

Para el caso del recuento de microorganismos aérbios mesdfilos en Plate Count Agar
(PCA), la figura 14 (izquierda) muestra las diferencias entre las muestras de masas madres
utilizadas, y donde con el andlisis estadistico se pueden observar diferencias significativas
(p<0.05) entre todas las masas madres excepto entre las masas con Isochrysis galbana y
Nannochloropsis gaditana, e Isochrysis galbana y Tetraselmis suecica, siendo Scenedesmus
almeriensis |la especie que mas favorece el crecimiento de aerébios meséfilos en la masa madre
con un crecimiento significativo en comparacion con la masa madre normal, aunque todas las

especies favorecen el crecimiento significativamente.

PCA: aerébios meséfilos UFC/g MRS: Bacterias lacticas UFC/g
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Figura 14.- Grafica de barras que representa el crecimiento de los aerdbios meséfilos (izquierda)
y bacterias lacticas (derecha) en cada tipo de masa madre.

El recuento de bacterias lacticas en medio Man, Rogosa y Sharpe (MRS), que queda
representado en la figura 14 (derecha), es mayor que los aerdbios mesdfilos, cosa poco comun,
ya que dichos microorganismos engloban a las bacterias lacticas. Esto se puede justificar debido
a que la gran cantidad de aerdbios mesodfilos que presentan las masas madres (con o sin
microalgas), hace que en el medio PCA no se puedan desarrollar en totalidad todas las bacterias
lacticas que estas contienen al desarrollarse ademads otras especies de microorganismos.

Se observan diferencias significativas (p<0.05) entre todas las muestras, excepto entre

las masas con Isochrysis y Nannochloropsis, Scenedesmus y Tetraselmis, y Nannochloropsis y
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masa madre normal. Donde se puede destacar un crecimiento significativo de bacterias lacticas
en comparacién con la masa madre normal al incorporar las especies Iscochrysis galbana,
Scenedesmus almeriensis y Tetraselmis suecica (sobre todo en estas dos ultimas).

Por ultimo, para el caso del analisis estadistico de las unidades formadoras de colonias
de Mohos y Levaduras en medio Sabouraud (figura 15) no se contemplan diferencias
significativas (p>0.05) entre las masas madres con Isochrysis y Tetraselmis, Scenedesmus y
Tetraselmis, e Isochrysis y masa madre normal, por lo que entre las demas especies si se
observan diferencias significativas (p<0.05). Ademas se puede destacar que la incorporacién de
la especie Nannochloropsis gaditana, Tetraselmis suecica y Scenedesmus almeriensis a la masa
madre resulta de un crecimiento significativamente menor que en el caso de la masa madre

normal.
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Figura 15.- Grafica de barras que representa el crecimiento de mohos y levaduras en

cada tipo de masa madre.

Para finalizar el presente apartado se puede afirmar que la introduccion de microalgas
a la masa madre elaborada de manera tradicional, produce un aumento en el crecimiento de los
microorganismos aerdbios mesdfilos y bacterias lacticas, en cambio se observa que la masa
madre normal presenta mayor cantidad de mohos y levaduras en comparacion con las masas
gue contienen microalgas.

Todos estos resultados se contrastaron con el articulo “Fermentacidn sélida en masas
de trigo usadas en panificacion” de Vazquez et al. 2001, donde se pueden observar semejanzas

en los recuentos finales, y por tanto, se concluyen unos buenos resultados.

4.2.  Analisis del pan

Una vez comentados los resultados de los andlisis realizados para las masas madres, en

el siguiente apartado se pasa a examinar los resultados para los panes elaborados a partir de las
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masas madres. Muchos de los anadlisis son comunes con los anteriores, pero en el caso del pan

se evallia ademas la textura, el tamafio de alveolo formado y un analisis sensorial con catadores.

4.2.1. Actividad de agua, Humedad, pH y Acidez

Los siguientes parametros se analizaron para el caso de las masas madre, es por lo que
se decidié repetirlos para el pan, afadiendo ademas un andlisis del grado de acidez que viene
correlacionado con el pH del alimento.

Tanto para el caso de la aw como el grado de acidez de los panes con y sin microalgas,
no se encontraron diferencias significativas (p>0.05). Para el andlisis de humedad solo se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre el pan elaborado con masa de Isochrysis
galbana y el de Nannochoropsis gaditana.

Sin embargo, en el pH se hallaron diferencias significativas (p<0.05) entre el pan blanco
y con Nannochloropsis, de Isochrysis y de Nannochloropsis, y de Scenedesmus y de
Nannochloropsis. Siendo por tanto la especie Nannochorepsis gaditana la que provoca
diferencias significativas de pH en comparacién con los demas panes.

En la tabla 8 se muestra un resumen de las diferentes medias y desviaciones estandar

de los panes elaborados (se encuentra el analisis estadistico en el Anexo 6).

Tabla 8.- Resultados de aw, humedad, pH y grado de acidez para las diferentes formulaciones
de panes estudiados.

Media  desviacidn estandar
aw Humedad (%) pH Grado de acidez (mL/g)
ISO 0,9518 + 0,0007 31,7122 10,11 £ 0,15 0,53 +0,02
TETRA 0,9513 + 0,0038 33,6+0,8 10,32 +0,17 0,51 +0,02
SA 0,9532+ 0,0028 | 34,4+23 10,17 £ 0,07 0,50 £ 0,03
NANNO | 0,9528 + 00,0030 350+1,7 10,58 £ 0,12 0,51 + 0,07
Blanco 0,9492 +0,0051 33,4+1,2 10,23 £ 0,23 0,54 £ 0,04

Del presente apartado se puede comentar que resultados con tan pocas diferencias
significativas entre muestras se debe a que las masas panarias han pasado por un proceso de
horneado, provocando que en el caso de la actividad de agua y humedad, las particulas libres de
agua se evaporen al ocurrir un aumento de temperatura notable. El grado de acidez tampoco
presenta diferencias significativas, debido probablemente a las reacciones de Maillard vy
caramelizacién de azucares que se desarrollan durante el horneado. Los resultados obtenidos
de humedad y de acidez se encuentran dentro de la cantidad maxima exigida por la RTS del pan,
y la aw junto con la humedad presentan valores del mismo orden a los publicados en el estudio

de Curti et al., 2014.
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4.2.2. Color

Debido al proceso de horneado, comentado en el apartado anterior, al que se somete
la masa panaria, resulta interesante analizar, tanto para la corteza como para la miga, el colory
la textura que poseen cada una de ellas. El pan presenta claras diferencias en estas dos partes
distintivas; siendo la corteza la parte mas dura, crujiente y con color pardeado (reacciones de
Maillard y caramelizacion), en cambio la miga del pan siempre resulta mas blanca y con color
mas claro.

En este apartado se habla sobre el color, que como en el caso de la masa madre, siempre
se observan diferencias significativas (p<0.05) con respecto al blanco, debido a los pigmentos
verdes de la clorofila de las microalgas, por lo que se establece como dato de referencia para
calcular las diferencias de color.

La tabla 9 muestra las medias y desviaciones estandar obtenidas para las coordenadas y

atributos de color, en el caso de los analisis realizados en la corteza.

Tabla 9.- Resultados de coordenadas y atributos de color para la corteza de los diferentes panes
estudiados.

Media + desviacion estandar (Corteza)
L* a* b* h* Cc* AE
ISO 64,45+2,09| 0,93+0,39 |27,04+£1,23| 0,03£0,01 | 27,06+1,24 | 9,83 2,15
TETRA 62,00+1,82| 3,08+0,40 |24,82+1,17| 0,12£0,01 | 25,01 +£1,21 |11,42+1,92
SA 59,17+1,31| 0,87+£0,23 | 28,27+1,10| 0,03+£0,01 | 28,72+1,09 |15,27+1,40
NANNO (66,07+1,59| 1,53+0,32 |23,67+1,34| 0,06+0,01 | 23,72+1,33 | 7,43%£1,55
Blanco |[73,25+0,73| 2,72+0,40 |23,20+1,67| 0,12+0,01 | 23,36+1,70 | 0,00 + 0,00

Al realizar el andlisis estadistico (Anexo 7), se observan diferencias significativas (p<0.05)

entre todas las muestras, exceptuando entre: pan con Isochryisis y Scenedesmus para la
coordenada a*; pan con Nannochloropsis y pan blanco para la coordenada b* y el atributo C*
(croma); y para el atributo h* (tono) no existen diferencias significativas entre pan con
Tetraselmis y pan blanco, y pan con Tetraselmis y con Isochrysis.

A continuacién se pasa a analizar estadisticamente (Anexo 8) los resultados para el caso
de la miga del pan, obteniendo valores de color no tan pardeados, puesto que no se producen
reacciones de pardeamiento en esta parte del pan. Los valores de media y desviacién estandar

adquiridos se muestran en la tabla 10.
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Tabla 10.- Resultados de coordenadas y atributos de color para la miga de los diferentes panes

estudiados.
Media + desviacion estandar (Miga)
L* a* b* h* C* AE
ISO 70,64+1,67 | 0,06+0,18 | 20,48+0,87 | 1,05+1,52 | 20,48+0,87 | 8,15+ 1,66
TETRA | 69,66+1,00 | 1,80+0,16 | 19,62+0,70 | 0,09+0,01 | 19,70+0,71 | 8,46 +1,02
SA 67,13+2,33 | -0,21+0,16 | 23,00+1,31 | 2,78+1,01 | 23,00+1,31 | 12,39 % 2,55
NANNO | 73,24+1,23 | 0,62+0,17 | 18,43+0,72 | 0,03+0,01 | 18,44+0,72 | 4,89+1,28
Blanco | 77,63+1,06 | 1,96+0,18 | 16,85+0,66 | 0,12+0,01 | 16,96+ 0,67 | 0,00 0,00

Como en el caso del color de la corteza, todas las muestran tuvieron diferencias
significativas (p<0.05) entre si en relacion a las coordenadas y atributos de color. Sin embargo
para el atributo de color h*, no se obtuvieron dichas diferencias (p>0.05) entre los panes con:
Nannochloropsis y Tetraselmis, Nannochloropsis y blanco, y Tetraselmis y blanco. Para la
coordenada L* tampoco se percibieron diferencias significativas (p>0.05) entre el pan con
Isochrysis y Tetraselmis.

En la figura 16 de graficos resulta mas visual la situacidon de los valores medios de

coordenadas y atributos de color en el espacio CIE L*a*b* tanto para la corteza como para la

miga.
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Figura 16.- Representacion del plano C* vs L* (izquierda) y en el plano a* vs b* (derecha) de los

panes en base a los resultados.

Finalmente, después de todos los resultados obtenidos y analizados, podemos observar
que los panes siguen una misma pauta de color tanto para la corteza como para la miga. Asi
pues, los panes con mayor y menor b*, C* y AE son los que contienen Scenedesmus almeriensis

y Nannochloropsis gaditana, respectivamente. El mayor valor de a* se obtiene con la
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incorporacién de Tetraselmis suecica y el menor con Scenedesmus almeriensis. La especie que
confiere mayor luminosidad al pan (corteza y miga) es Nannochloropsis gaditana y la que menor
luminosidad proporciona es Scenedesmus almeriensis. En cambio, para los valores medios de
h*, la corteza y la miga no siguen la misma pauta, adquiriendo para el caso de la corteza mas
valor de h* el pan con Tetraselmis suecica y menor valor el pan con Scenedesmus almeriensis; y
para el caso de la miga, este Ultima especie es la que mayor h* presenta en oposicion a la especie
Nannochloropsis gaditana que es la de menor valor.
4.2.3. Textura
Como se ha comentado, los analisis de textura se llevaron a cabo para evaluar la calidad
estructural de la corteza y de la miga en comparacién con el pan blanco, y para observar o no
diferencias significativas entre los panes con microalgas.

La textura esta comprendida por diferentes pardmetros, entre los que para el caso del
pan, se han creido importantes de analizar los que se presentan en las tablas 11 y 12 con los
valores de media y desviaciéon estandar tanto para la corteza como para la miga. (Analisis

estadistico completo presentado en el Anexo 9 (corteza) y Anexo 10 (miga)).

Tabla 11.- Resultados de parametros de textura de la corteza en las formulaciones de pan.

Media + desviacidn estandar (Corteza)
Dureza (g) Cohesividad | Elasticidad | Gomosidad (g) | Masticabilidad (g)
ISO 9346,9 + 643,3 0,60+0,04 | 0,93+0,02 | 5663,1+736,9 5272,4 +787,1
TETRA 8995,9 + 638,0 0,60+0,02 | 0,92+0,01 | 5429,5+162,5 4996,1 +120,7
SA 7880,3+1119,9 | 0,61+0,01 | 0,89+0,03 | 4845,6 +736,4 4342,1+777,8
NANNO 8448,4 + 819,5 0,61+0,02 | 0,94+0,01 | 5132,4+369,1 4798,5 +296,3
Blanco | 9075,5+1014,7 | 0,66+0,01 | 0,90+0,03 | 6016,7 £+712,9 5387,6 £ 518,5

Tabla 12.- Resultados de parametros de textura de la miga en las formulaciones de pan.

Media + desviacion estandar (Miga)
Dureza (g) Cohesividad | Elasticidad Gomosidad (g) Masticabilidad (g)
ISO 3450,3 £ 558,3 0,65+0,01 | 0,93+0,00 2227,8 £355,9 2068,8 £ 325,5
TETRA 3453,3+47,9 0,66+0,01 | 0,94 +0,00 2272,3 £53,8 2139,1£52,9
SA 3527,8 £240,7 0,66+0,01 | 0,94 +£0,00 2328,3 £ 184,5 2197,5+175,5
NANNO | 3454,3+470,5 0,64+0,02 | 0,94 +£0,00 2212,1 £335,9 2070,7 £308,9
Blanco 3235,6 £292,7 0,72+0,10 | 0,94 £ 0,02 2315,8 £ 161,2 2183,7+£177,9

La dureza se define como el maximo pico de fuerza que se realiza durante el primer ciclo

de comprensidn, donde no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre las muestras

de panes tanto para la corteza como para miga.
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La cohesividad se expresa como la relacion entre el area positiva de fuerza durante la
segunda compresion y la primera. En este caso, para los valores de corteza del pan, se
encuentran diferencias significativas (p<0.05) entre el blanco y todas las especies de microalgas
utilizadas. En cambio, para los valores de la miga, solo se haya diferencias significativas entre el
pan blanco y con Nannochloropsis.

La elasticidad estd relacionada con la altura que el pan recupera durante el tiempo
transcurrido entre el final de la primera compresién (o mordedura cuando introducimos el
alimento a la boca) y el inicio de la segunda. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre el pan con Nannochlorposis y pan con Scenedesmus para la corteza,
y entre el pan con Isochrysis y pan con Scenedesmus para la miga.

La gomosidad es una caracteristica de los alimentos semisélidos que se define como el
producto de la dureza por la cohesividad. Para los panes elaborados solo se obtuvieron
diferencias significativas (p<0.05) en la corteza del pan con Scendesmus almeriensis y el pan
blanco.

Por ultimo, la masticabilidad se define como el producto de la gomosidad por la
elasticidad. Es medida en términos de la energia requerida para masticar un alimento sélido.
Como para el caso de la gomosidad solo se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) entre la corteza del pan con Scendesmus almeriensis y el pan blanco.

A modo resumen del presente apartado, se puede afirmar que los panes elaborados con
las diferentes especies de microalgas no presentan diferencias estadisticamente significativas
importantes en comparacién con el pan blanco de consumo habitual. Solo se encontrarian
diferencias en la cohesividad, por lo que estos resultados son buenos de cara a una aceptacion

de calidad textural en el mercado del pan.

4.2.4. Estudio de imagen del alveolo

Una caracteristica muy importante del pan es la formaciéon de CO, a partir de los
microorganismos que se encuentran en la masa madre, éstos consumen los azlcares que
contiene la masa panaria y producen CO,. Un pan con gran cantidad de alveolo es el resultado
de una actividad microbiana notable, donde también influye la cantidad de azlcares disponibles
y la calidad del gluten presente en la harina, ya que éste es el encargado de la formacién de la
red tridimensional que contiene el CO..

Se realizo un analisis estadistico (Anexo 11) para los valores de porosidad obtenidos, de

los cuales las medias y desviaciones estandar se muestran en la tabla 13. No se observaron

35



diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre las muestras de pan con microalgas y

pan normal.

Tabla 13.- Resultados de la porosidad evaluada para las formulaciones de pan.

Media £ desviacion estandar
Area total (cm) | Area sin poros (cm) | Porosidad %
1SO 18,7 +1,1 15,6 +1,7 16,7 5,3
TETRA 16,9+1,9 13,7+1,7 19,3+3,1
SA 164+1,6 134+1,8 18,31+4,1
NANNO 15,8+1,3 13,5+1,3 14,7 +1,7
Blanco 15,7 0,3 13,7+0,8 12,5+4,3

Se puede confirmar, que de igual modo que para los resultados de textura del apartado
anterior, la incorporacién de microalgas al pan no influye en los alveolos que se forman al
horneado en comparacién con los de un pan blanco, aunque las bacterias lacticas que se
desarrollan en la masa madre con microalgas tengan mayor crecimiento que en la masa madre

normal.

4.2.5. Sensorial

Es muy importante saber la aceptacién por parte de los consumidores de pan habitual
que presenta el pan disefiado en el presente proyecto, debido a todas sus peculiaridades en la
formulacion y elaboracion del mismo.

El analisis estadistico realizado para la evaluacién de los resultados obtenidos de la cata
de panes con microalgas fue satisfactorio. En la tabla 14 se muestran los valores de media y
desviacidn estandar para cada propiedad evaluada del 1 al 9, excepto la intencidon de compra

donde el 1 es siy el 2 no, por parte del panel de catadores en relacién con los 4 panes.

Tabla 14.- Resultados de cada atributo sensorial para las diferentes formulaciones de pan.

Media + desviacidn estandar
Intensidad Intencion
Sabor de sabor Textura Color Atractivo | de compra
ISO 6,9%1,5 59%1,5 70+13 | 67+1,7 | 6,8%+1,3 1,2+0,4
TETRA 6,7t1,5 49+19 6,5+1,5 6,9t1,5 6,5t1,4 1,3+0,5
SA 6,7+1,8 50+1,7 6,5+1,8 | 63+1,8 | 63+1,6 1,4+0,5
NANNO 7,1+1,3 53+1,6 7,1+13 74+14 6,8+1,3 1,2+04

No se obtuvieron diferencias significativas muy notables al comparar los atributos

cuestionados para los panes con microalgas. En el anexo 1 se adjunta el cuestionario a realizar
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por los diferentes catadores, seguido lo sabores que observaban en los panes y del andlisis
estadistico.

Solo se debe destacar las diferencias significativas (p<0.05) obtenidas para el caso de la
intensidad de sabor entre el pan con Isochrysis y con Scenedesmus, y entre el pan con Iscochrysis
y con Tetraselmis. También se observan diferencias significativas (p<0.05) con lo que respecta al
color, entre el pan con Nannochloropsis y con Scenedesmus, y pan con Tetraselmis y con
Scenedesmus. Por ultimo comentar que, en la intencidn de compra por parte de los catadores,
se encuentran diferencias significativas (p<0.05) entre el pan con Isochrysis y el pan con
Scenedesmus, siendo el pan de esta ultima especie de microalga el que menos comprarian los
catadores en relacidn con el pan con Isochyrsis.

A continuacién en la figura 17 de grafica de arafia se representan los diferentes atributos

evaluados por los catadores de manera mas visual.

Atractivo Intensidad sabor

Color Textura

= Nanno Isochrysis Tetra = Scenedesmus

Figura 17.- Puntuaciones de la cata de los distintos atributos sensoriales para las cuatro

formulaciones elaboradas de pan con microalgas.

Con este analisis sensorial se puede observar la aceptacién por parte de los catadores
cuestionados, siendo los panes elaborados a partir de masa madre con Isochrysis galbana y con
Nannochorepsis gadityna los mejor evaluados.

Ademas, los resultados obtenidos se correlacionan perfectamente con los que se
analizan de manera objetiva (mediante equipos), como es el caso de la textura. Los catadores
no encuentran diferencias texturales entre los panes que evaluan correspondiendo con los datos
a modo global de dicho parametro analizado en el apartado 4.2.3. Para el caso del color, solo se
evalud silo encontraban aceptable, por lo que al analizar diferencias de color entre las muestras,
como en el caso de los andlisis objetivos realizados por el equipo utilizado, no se pueden

correlacionar los resultados.
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Capitulo 5. Conclusiones
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5. CONCLUSIONES

Una conclusién a modo global del presente trabajo es la satisfactoria introduccién de
microalgas a los panes elaborados a partir de masa madre con incorporacidn de las mismas, ya
que se obtienen resultados que, aunque difieran con la masa madre o el pan normal, no influyen
en las propiedades finales de calidad del pan segun el BOE.

En lo que respecta a las caracteristicas fisico-quimicas de las masas madre, se concluye
que la introduccién de la especie de microalga Isochrysis galbana a éstas destaca frente a las
demds especie. La masa madre con Isochrysis produce un descenso significativo de la aw,
humedad y pH en comparacion a los resultados obtenidos de la masa madre normal. Ademas
también provoca un aumento significativo con respecto a la viscosidad de las masas. También
es importante afirmar el aumento significativo tanto de los aerobios meséfilos como de las
bacterias lacticas al incorporar microalgas, destacando la especie Scenedesmus almeriensis. Al
contrario se produce un descenso de los mohos y levaduras que se encuentran en las masas
madres con microalgas en comparacion con la normal. Por ultimo, con lo que respecta al color,
la Unica conclusidon que podemos confirmar es el desplazamiento hacia los colores verdes,
excepto de Tetraselmis suecica (marrones), con respecto a la masa madre normal.

Pasando a concluir los resultados con respecto al pan elaborado, todos los resultados
obtenidos de los parametros evaluados (aw, humedad, pH, grado de acidez, textura y
porosidad), no hacen mas que poner de manifiesto que la incorporacion de microalgas al pan no
muestran unas diferencias significativas en comparacion a los panes normales, siendo todos los
resultados muy satisfactorios en relacién a los obtenidos para un pan comun vy a la legislacion
de panes especiales. El color es la propiedad que difiere significativamente dando un color
caracteristico a éstos.

Del andlisis sensorial se obtuvieron muy buenos resultados, destacando como mejor
valorados a modo general, los panes con las microalgas Isochrysis galbana y Nannochloropsis
gaditana.

Finalmente, serian interesantes futuros estudios en relacion al estudio de la evolucion
del crecimiento de los microorganismos, presentes en la masa madre con microalgas desde el
inicio de su elaboracidn hasta observar un crecimiento constante. Ya que al realizar el andlisis
microbioldgico, se observaron diferencias significativas con respecto a la flora de una masa

madre sin adicidon de microalgas.
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