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Uso de un complejo enzimatico rico en feruil esterasa co-
mo coadyuvante tecnoldgico en el proceso de panifica-
cién de masas de harinas de trigo.

El objetivo de la presente invencién es el uso de un com-
plejo rico en feruil esterasa como adyuvante tecnolégico
en el proceso de panificacion de masas de harinas de tri-
go. Este complejo permite obtener masas en las que la te-
nacidad (P) disminuye y la extensibilidad (L) aumenta, ob-
teniéndose relaciones P/L correspondientes a masas con
una extensibilidad 6ptima y sin embargo no se aprecia
una disminucion en la fuerza o consistencia de la misma.
En pruebas industriales el uso de este complejo modifi-
ca la maquinabilidad de la masa, resultando ésta menos
viscosa y mas fluida, optimizandose de esta manera la fa-
se de amasado. En la coccién de la masa se aumenta el
volumen de las piezas de pan. El producto final de pani-
ficacion presenta una corteza lisa, crujiente y dorada, de
miga con alveolado uniforme y mostrando un buen com-
portamiento durante el proceso de conservacion.
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DESCRIPCION

Uso de un complejo enzimadtico rico en feruil esterasa como coadyuvante tecnolégico en el proceso de panificacién
de masas de harinas de trigo.

Sector de la técnica

La presente invencidn se encuadra en los procesos de panificacion, dentro del sector de las industrias de alimenta-
cién.

Estado de la técnica

El almiddn y las proteinas son los componentes mayoritarios de la harina de trigo, sin embargo. hay otros consti-
tuyentes en menor proporcion, como por ejemplo los arabinoxilanos (AX) (hemicelulosas) (Courtin y Delcour, 2002),
que también participan muy directamente en las propiedades viscoeldsticas (reoldgicas) de las masas producidas a
partir de dicha harina (Gruppen y col., 1989). Los arabinoxilanos se caracterizan por poseer siempre un esqueleto
principal de unidades de D-xilosapiranosa unidas mediante enlaces 8-1,4 al cual se unen distintos sustituyentes, tales
como L-arabinosa, D-galactosa. grupos acetilo y residuos de 4cidos glucurénico, ferulico y p-cumarico (Wilkie. 1979).
Una representacion esquemdtica del xilano y de los diferentes residuos que pueden unirse a su esqueleto principal se
muestra en la figura 1. La causa de la gran variabilidad que pueden presentar los xilanos se debe a la presencia de los
distintos residuos ya mencionados, ademads, la presencia de estos sustituyentes determina la solubilidad, viscosidad y
otras propiedades fisico-quimicas de los xilanos (de Vries, 1999).

Los arabinoxilanos presentes en la harina de trigo juegan un papel muy importante en la formacién de la masa,
como ya se ha mencionado, debido principalmente a su capacidad para unirse con el agua, influyendo por tanto en la
calidad final del pan. El grado de ramificacién y el nimero de grupos polares hidroxilo (grupos -OH) influyen en su
solubilidad y capacidad de absorcién de agua, formando disoluciones viscosas (gelificacion), siendo ésta la propiedad
mds importante desde el punto de vista tecnoldgico en los procesos de panificacion.

En la harina de trigo. el acido ferulico [3-(3-metoxy-4-hidroxy fenil)-2-propenoico] (Figura 2) (AF), aunque se
puede encontrar libre en pequeiias cantidades. lo normal es que aparezca unido por enlaces éster con los AX, detec-
tdndose del orden de 0,3 a 0,5 umol/g de harina. El papel del AF en la obtencién de masas es muy importante, ya que
interviene en la unién de los AX con otras moléculas de AX, mediante la formacién de diferulatos (Smith y Hartley,
1983) (Figura 3), y también interrelaciona las moléculas de AX con la tirosina del gluten de trigo (Hoseney y Faubion,
1981). Estas uniones estdn catalizadas por peroxidasas y en presencia de peréxido de hidrégeno (H,O,). En el caso
de la unién con el gluten, ésta tiene lugar mediante un mecanismo de acoplamiento oxidativo de los restos hidroxilo
del grupo fenol de la tirosina y del 4cido fertlico, a través de radicales fenoxi, formandose dimeros y originando un
complejo macromolecular proteina-AX de gran interés funcional para el amasado, y en general para todo el proceso
de panificacioén.

El 4cido ferilico tiene dos formas isoméricas, la forma cis y la trans, encontrandose presente en los vegetales,
fundamentalmente en las paredes celulares, unido a diversos polisacaridos (arabinoxilanos) y proteinas, tal como ya
se menciond anteriormente. Algunos autores sugieren que también puede estar interrelacionando las hemicelulosas
con la lignina (Ralph y col., 1997). Biol6égicamente, el 4cido fertlico juega un importante papel en la biosintesis de la
lignina, ya que es un intermediario en su ruta de sintesis (ruta del dcido siquimico) (Figura 4).

Est4d demostrado que el dcido ferdlico y los diferulatos de este 4cido tienen una notable capacidad antioxidante
(Garcia-Conesa y col., 1999). Esta capacidad resulta de gran interés para las industrias de alimentacién, cosmética y
farmacéutica (Baublis y col., 2000). También, y debido a la conjugacién de todos sus dobles enlaces, presenta una
gran absorcién de luz ultravioleta (284 nm), lo que hace que pueda ser utilizado como protector frente a la misma, y
por lo tanto tiene un gran interés para las industrias farmacéutica. textil (Graf. 1992) y cosmética (Saija y col., 1999).
Por otro lado, se estd desarrollando un proceso biotecnoldgico que, de forma sencilla y no contaminante. produce
vainillina a partir del 4cido fertdlico (Bonin y col., 1999). En definitiva, se trata de una molécula con importantes
funciones biolégicas y con interesantes aplicaciones industriales.

Por todo lo anteriormente expuesto existe un gran interés por el AF y su obtencion a partir de residuos vegetales.
Para ello, y desde finales de los 80, se conoce una enzima, la feruil esterasa (E.C. 3.1.1.73) (FAE), que es capaz de
liberar el AF a partir de AX y otros compuestos vegetales. Estd descrito que esta enzima puede ser producida por
diferentes microorganismos, como por ejemplo bacterias (Garcia y col. 1998) y hongos (Faulds y Williamson, 1993).
Se ha detectado que esta enzima,en presencia de xilanasas, incrementa la capacidad de liberar AF. Es decir, actuaria
de manera sinérgica con las xilanasas para aumentar la degradacién microbiana de las paredes celulares vegetales.
Este efecto es debido a que en primer lugar actuarfan las xilanasas, produciendo fragmentos cortos de AX con AF
unido, posteriormente, la actividad FAE liberaria dicho AF. Se ha visto que, ademads, la actividad FAE presenta mayor
afinidad por fragmentos cortos que por las moléculas enteras de AX. Se ha descrito asimismo que la actividad FAE
ayuda a las xilanasas a degradar los compuestos de la pared celular, ya que al hidrolizar el enlace éster entre el dcido
ferdlico y los arabinoxilanos se obtienen cadenas de AX que presentan una mayor accesibilidad para ser atacadas por
las xilanasas. Es decir. el sinergismo entre xilanasas y FAE es reciproco, no sélo se incrementa la liberacién de acido
ferdlico al estar presente la xilanasa, sino que esta dltima también ve aumentada su actividad por la presencia de FAE
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(Bartolomé y col., 1995). Se ha descrito sinergismo de FAE, no sélo con xilanasas, sino también con pectinasas, a-
arabinofuranosidasas (Tenkanen y col.. 1991) y -xilosidasas (Borneman y col., 1991).

Durante el amasado y la fermentacién de la masa panaria el papel de las enzimas es tremendamente importante,
ya que condicionan la calidad y conservacién del pan. Estas enzimas proceden tanto de la propia harina como de los
aditivos enzimadticos afiadidos, asf como de la levadura que se va a utilizar en el proceso de panificacién, y van a estar
actuando sobre los distintos polisacaridos, lipidos y proteinas de la harina durante el proceso de amasado y fermenta-
cion hasta su desnaturalizacion en el horno. De entre todas las enzimas, las amilasas siempre han sido consideradas
como las mds importantes en el proceso de panificacion, sin embargo. no se debe menospreciar la accion de otro tipo de
enzimas como proteanas, lipasas, glucanasas, xilanasas, esterasas, glucooxidasas, peroxidasas, etc. cuya accién deter-
mina que el producto final tenga caracteristicas diferentes. Actualmente, las industrias panificadoras utilizan diversos
aditivos y coadyuvantes tecnolégicos autorizados para aumentar las propiedades panificables de las harinas, tales como
complementos panarios, reguladores del pH, emulgentes, enzimas etc. Las enzimas se emplean para mejorar las pro-
piedades reoldgicas y fermentativas de las masas. La legislacién espaiiola (R.D. 285 /1999, de 22 de febrero) regula la
utilizacién de enzimas en panes especiales, en el apartado de coadyuvantes tecnoldgicos y en cantidad suficiente para
obtener el efecto deseado. Las enzimas autorizadas hasta la fecha son: amilasas, proteasas, pentosanasas (xilanasas) y
glucoxidasas. En general, las enzimas se utilizan para optimizar las caracteristicas reoldgicas y enzimadticas “per se”
de las masas.

Explicacion de la invencién

Las cualidades plésticas de la harina y la fuerza de la misma se determinan con un alvedgrafo de Chopin, que
suministra una curva llamada alveograma. Dicha curva tiene dimensiones variables, de acuerdo con las caracteristicas
de la harina ensayada. La fenacidad (P) es la altura de la curva media en milimetros. Indica la resistencia que la masa
opone a la rotura. Es mayor cuanta més consistencia posea la masa. La extensibilidad (L) es 1a longitud del alveograma,
también medida en milimetros. Refleja la mayor o menor capacidad que en cada caso posee la masa para ser estirada.
Los valores de estos dos parametros: tenacidad (P), y extensibilidad (L), tienen cierta importancia. Pero lo que tiene
una importancia verdaderamente capital es el cociente de dividir ambas magnitudes. al que se llama equilibrio de la
masa (P/L). Efectivamente ése es un valor que diferencia y caracteriza profundamente las harinas, reflejando para
qué tipo de trabajo panadero es adecuada cada una. El valor W da idea del trabajo de deformacién de la masa al
ser ensayada en el alvedgrafo. Este valor W es directamente proporcional a la fuerza (capacidad de una harina para
producir una pieza de pan bien crecida y de gran volumen) de la harina en cuestion. Se mide en Julios. La fuerza que
tenga una harina condiciona la utilizacién que se haga de la misma.

Los resultados obtenidos muestran que el uso de nuestro complejo enzimatico con actividad feruil esterasa permite
obtener masas en las que la P disminuye y la L aumenta, obteniéndose relaciones P/L éptimas y equilibradas para
diferentes procesos de panificacidon y bolleria, no aprecidndose disminucién en la fuerza (W) o consistencia de la
masa. Estos resultados son muy sorprendentes, ya que lo normal es que utilizando las enzimas hidrolasas disponibles
actualmente en el mercado disminuya la capacidad de absorcién de agua y la W, con pérdida de la consistencia y
aumento del debilitamiento de la masa. El uso de nuestro complejo no modifica la capacidad de absorcién de agua por
la masa, algo que es muy apreciado en las industrias de panificacion. En el proceso de panificacion se desea optimizar
el amasado pero sin disminuir la cantidad de agua afiadida, ya que eso significaria una pérdida de la rentabilidad del
mismo. al disminuir la cantidad de masa obtenida, por lo tanto no aceptable para dichas industrias.

Las anteriores afirmaciones se basan en los datos que se han obtenido utilizando la actividad FAE en harinas y
estudiando el comportamiento de la misma durante el amasado. Se han utilizado pruebas alveograficas y consistogra-
ficas.

Los resultados alveogréficos obtenidos con una masa de harina de gran fuerza (W=3511J 10™), que se deja reposar
28 minutos, y a la que se le adicionan dosis crecientes de FAE, se muestran en la tabla 1. Tal como se observa en la
tabla, a medida que aumenta la cantidad de FAE afiadida en la masa, ésta se hace mds extensible (L), comenzando
a aumentar significativamente (o= 0.05) a partir de la adicién del 0,14% de FAE. En cuanto a la tenacidad (P), ésta
disminuye significativamente de 102 a 88 milimetros (mm) con dosis del 0.16% de FAE, pero con niveles menores no
se observan cambios significativos en la misma. A pesar del aumento de “L” y de la disminucién de “P”. los valores
de “W”, en relacién al control, y en todo el rango de dosis de FAE, no experimentaron cambios significativos (Figura
5). Los resultados obtenidos cuando la masa se deja reposar 120 minutos y se realizan de nuevo los ensayos, siguieron
la misma tendencia (Tabla 1).
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TABLA 1

Resultados alveogrdficos. Ensayos alveogrdficos de masas a las que se les afiade porcentajes diferentes del complejo
enzimdtico conteniendo la enzima feruil esterasa (FAE)

Reposo de la masa 28 min Reposo de la masa 120 min
Yo P L W P L W

FAFE (mm) | (mm) (10'4 J) PL (mm) | (mm) (10'J i) PiL.
0,00 102 100 351 1.02 81 123 334 0.66
0.02 101 101 349 1.00 83 122 329 0.69
0,04 106 88 333 1.20 85 115 324 0.66
0.08 100 110 364 0.91 79 132 325 0.60
0.12 95 113 351 0.84 74 136 309 0.55
0,14 94 126 374 0.75 71 140 309 0.51
.16 88 133 359 0.66 68 149 307 0.46

0.20 81 130 320 0.62 63 145 268 0.44

% FAE: porcentaje del complejo enzimatico presente en las masas. Las unidades de FAE en dicho complejo
son de 1,8 Unidades/gramo de complejo. Una unidad enzimética la definimos como la cantidad de enzima
necesaria para liberar 1 ymol de producto por minuto a partir del sustrato utilizado en las condiciones de
reaccion.

P: Es la tenacidad de la masa. Se mide en milimetros (mm) y se determina mediante un alvedgrafo.
L: Es la extensibilidad de la masa. Se mide en milimetros (mm) y se determina mediante un alvedgrafo.

W: Es la fuerza de la masa. Se determina a partir del 4rea de la curva alveogrifica y se mide en Julios (J.
107).

P/L: Es el equilibrio de la masa.

Se ha realizado el mismo estudio con harinas mds débiles (W= 120 J. 10~*) obteniéndose los mismos resultados.
es decir disminucién de “P”. aumento de “L” y no detectdndose cambios significativos en la “W” de la masa (datos no
mostrados).

Debido a que esta descrito el efecto sinérgico de xilanasas con la actividad FAE se han realizado ensayos alveo-
graficos de obtencién de masas en los que se han mezclado nuestro complejo enzimético con actividad FAE y una
xilanasa comercial que se usa rutinariamente en procesos de panificacién. Se utilizaron en una proporcién de 0,16%
para nuestro complejo. y de 0,016% y 0,035% del complejo comercial con actividad xilanasa en las masas. Nuestro
complejo, en este ensayo, tiene 1,8 Unidades de FAE/gramo de complejo enzimético, mientras que la xilanasa co-
mercial utilizada tiene 2500 Unidades xilanasa/gramo de complejo enzimdtico. Los resultados obtenidos se muestran
en la tabla 2. Cuando afiadimos sélo la actividad FAE, de nuevo se repiten los resultados explicados anteriormente,
es decir disminucién de “P”, aumento de “L”, sin alterar el “W” de la masa. El uso solamente de actividad xilanasa
(XIL) producia una disminucién de “P”, un aumento de “L”, pero en este caso si se observaba una ligera disminu-
cién de la “W”. que era mds patente después de un reposo de 120 minutos de la masa. Cuando se emplean ambas
actividades juntas se observa que de nuevo disminuye la “P” y aumenta la “L”, disminuyendo notablemente la “W”
(un 36% a los 28 minutos y un 44% después de un reposo de 2 horas con respecto al control sin actividad enzimatica
afiadida). Comparando la accién combinada de ambas enzimas sobre la masa con respecto a la que se obtiene cuando
se afiade solamente la actividad xilanasa al doble de concentracién (0,035%), se observa que los efectos son mayores
al combinarlas. Estos resultados estdn de acuerdo con lo descrito en la bibliografia sobre la accién sinérgica de ambas
actividades. Nuestros resultados sugieren que las xilanasas dividen la cadena de arabinoxilanos en fragmentos mas
pequefios sobre los que actda la FAE con més efectividad, al haber menos impedimentos estéricos para su accién. En
cualquier caso, nuestro complejo por si solo demuestra tener unos efectos mds interesantes que el uso de las xilanasas
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comerciales, ya que, aunque ambos complejos disminuyen la “P” y aumentan la “L”, nuestro complejo no conlleva
una disminucién de la “W” ni de la capacidad de absorcion de agua. al contrario de lo que se observa con las xilanasas
comerciales que sf la producen.

TABLA 2

Resultados alveogrdficos. Efecto de la utilizacion de complejos enzimdticos con actividad FAE y actividad xilanasa
sobre las propiedades alveogrdficas de la masa

Reposo de la masa 28 min [Reposo de la masa 120 min|

0%
’ P | L | W PlL | W
Actividad . P/L ' P/L
(mm) | (mm) (107 J) (mm}| (mm)| (107 J)
Enzimdtica
control 102 100 351 11.021 81 123 334 10.66
8.16 FALE 88 133 359 10.66] 68 149 307 046
10,16 FAE+0,016 XTL} 51 120 | 223 {043} 37 141 187 10.27
4,035 XIL 60 144 327 1042¢ 43 152 260 10.29

% Actividad Enzimética: porcentaje del complejo enzimatico presente en las masas. Las unidades de FAE
en dicho complejo son de 1.8 Unidades/gramo de complejo, mientras que las de xilanasa comercial fueron
de 2500 Unidades/gramo de complejo enzimdtico. Una unidad enzimadtica la definimos como la cantidad de
enzima necesaria para liberar 1 umol de producto por minuto a partir del sustrato utilizado en las condicio-
nes de reaccion.

Los resultados anteriores se realizan en masas con un reposo de 28 minutos y 2 horas. Sin embargo, también es
muy interesante conocer el comportamiento de la masa durante el amasado a tiempo real con la actividad enzimdtica
FAE presente. Para ello se utiliz6 el consistégrafo de Chopin. En este ensayo se han utilizado dos concentraciones di-
ferentes de actividad enzimatica FAE (1,8 y 5,2 Unidades/gramos de complejo enzimético). También se ha realizado el
ensayo mezclando la actividad enzimdtica FAE y la actividad enzimadtica xilanasa de origen comercial. Los resultados
obtenidos se muestran en las tablas 3 y 4.

TABLA 3

Resultados consistogrdficos. Datos sobre el comportamiento de la masa durante el amasado a tiempo real, a la que
se le aiiade la actividad enzimdtica FAE, y obtenidos con el consistografo de Chopin

Yo Lote PrMax WA | TPrMax | Tol | D250 | D450
Actividad enzimatica (mb) | (%) (s) (s) | (mb) | (mb)
0,00 0 3576 | 59.8 152 270 | 191 782

0,16 1 3341 | 58.8 187 276 75 807

0,16 2 3666 | 60,2 172 238 | 165 815

% Actividad Enzimdtica: porcentaje del complejo enzimético presente en las masas. Las unidades de FAE
en dicho complejo son de 1.8 Unidades/gramo de complejo para el lote 1, y de 5,2 para el lote 2. Una unidad
enzimdtica la definimos como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 gmol de producto por minuto
a partir del sustrato utilizado en las condiciones de reaccidn.

PrMax: Es la presién maxima de la masa. Se mide en milibares (mb).

WA: Es la capacidad de absorcién de agua de la harina. Se dan los valores en porcentaje.



—_
(=]

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2242 504 Al

TPrMax: Es el tiempo que tarda la masa en alcanzar la presién médxima. Se dan los valores en segundos (s).
Tol: Es la tolerancia de la masa. Los valores se dan en segundos (s).

D250 y D450: Es el debilitamiento de la masa a los 250 y 450 segundos, respectivamente. Se dan los valores
en milibares (mb).

TABLA 4

Resultados consistogrdficos. Datos sobre el comportamiento de la masa durante el amasado a tiempo real, a la que
se le afiade la actividad enzimdtica FAE junto con la actividad xilanasa comercial. Los datos se han obtenido
utilizando el consistografo de Chopin

Yo PrMax | WA TPrMax Tol | D250 | D450
Actividad enzimatica| (mb) (%) (s) (s) (mb) (mb)
control 3576 59.8 152 270 191 782
0,16 FAE 3341 58.8 187 | 276 75 807
0,16 FAE+0,016 XIL | 2932 56.3 132 | 218 336 1080

% Actividad Enzimdtica: porcentaje del complejo enzimdtico presente en las masas. Las unidades de FAE
en dicho complejo son de 1.8 Unidades/gramo de complejo. mientras que las de xilanasa comercial fueron
de 2500 Unidades/gramo de complejo enzimatico. Una unidad enzimatica la definimos como la cantidad de
enzima necesaria para liberar 1 ymol de producto por minuto a partir del sustrato utilizado en las condicio-
nes de reaccion.

Como se observa en la tabla 3, el uso de lotes con distinta cantidad de actividad enzimética FAE no parece alterar
caracteristicas importantes durante el amasado a tiempo real de la harina. Como ya hemos visto anteriormente, el
uso de FAE optimiza las propiedades reoldgicas de la masa, ya que disminuye la “P”, aumenta la “L” y no varia la
“W”. Con las pruebas del consistografo de Chopin. ademds se constata que pardmetros tan importantes como son
la capacidad de absorcién de agua (WA) o los debilitamientos de la masa a 250 (D250) y 450 segundos (D450)
no varian significativamente, siendo todo ello de gran interés para las industrias de panificacién. Cuando se utilizan
conjuntamente nuestro complejo con actividad FAE y un complejo comercial con actividad xilanasa (XIL) se observan
cambios en las datos consistografico, debido a la accidn sinérgica de ambas enzimas, que no son aceptables en procesos
de panificacion (Tabla 4). Los cambios mds importantes se producen en el debilitamiento de la masa: D250 y D450
que aumentan, lo que indica que la masa se debilita. y en el WA que disminuye (del 59,8% del control al 56,3% de
la harina dosificada con FAE y XIL). lo que indica que la masa pierde capacidad de absorcién de agua. Los datos
muestran claramente que los dos complejos actian conjuntamente sobre los componentes de la harina, obteniéndose
una masa que no seria Optima para panificacion. Nuestro complejo por si solo hace que se produzca un amasado
optimo al variar las caracteristicas reoldgicas de la masa, sin que disminuya la capacidad de la masa de absorber agua.

Se han realizado pruebas industriales de procesos de panificacién con nuestro complejo enzimatico. comparando el
efecto de dicho complejo con el de otras enzimas comerciales. Los resultados obtenidos demuestran que la utilizacién
de FAE afiadida a la harina durante el amasado modifica la maquinabilidad de la masa, resultando ésta menos viscosa y
mads fluida, aumentando por este motivo su extensibilidad y sin pérdida apreciable de la fuerza (W). como ya habiamos
comprobado en el laboratorio. En definitiva, se logra optimizar la fase de amasado, que es la etapa critica en cualquier
proceso de panificacion, obteniéndose una masa firme y nada pegajosa. A la salida de la formadora de barras, las que
estaban dosificadas con la actividad enzimatica FAE permanecieron con su forma inicial, sin mostrar la masa indicios
de relajacion, presentando muy buena tolerancia durante la fermentacion. En la coccién aument6 el volumen de todas
las piezas, mostrando un buen grefiado. El producto final presenté una corteza lisa, crujiente y dorada, y una miga de
alveolado uniforme. Ademads, la barra de pan presenté un comportamiento mejor que el obtenido cuando se utilizan
enzimas comerciales. ya que nuestro complejo enzimatico con actividad feruil esterasa ralentizaba el endurecimiento
del pan.

De los resultados obtenidos en el laboratorio y en las pruebas industriales se deduce que nuestro complejo enzi-
madtico con actividad feruil esterasa puede utilizarse para optimizar diversos procesos de panificacion, automéaticos y
semiautomaticos, obteniéndose una buena calidad del producto terminado y con un tiempo de conservacién mejorado.

Descripcion de los dibujos

Figura 1. Representacién esquemadtica del arabinoxilano.
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Figura 2. Representacion del 4cido ferdlico (3-(3-metoxy-4-hidroxy fenil)-2-propenoico).

Figura 3. Representacién esquemadtica de la interrelacion de dos cadenas de arabinoxilano. Dentro del cuadro
punteado, se muestra el diferulato que permite la interrelacién de dichas moléculas de arabinoxilano.

Figura 4. Ruta del 4cido siquimico. Se muestran en el recuadro punteado, los precursores de la lignina. El 4cido
ferulico participa en la produccién del alcohol coniferilico y del alcohol sinapinico. este tltimo a través del acido
sindpico.

Figura 5. Efecto de distintas cantidades de la actividad FAE presente en la masa sobre la fuerza de la misma (W).
Modo de realizacién
Caracteristicas de las harinas empleadas en los ensayos

Las harinas empleadas en los ensayos reolégicos y en las pruebas industriales de panificacién contenian: 13,91%
de proteinas, 11,02% de gluten seco, 0,61% de cenizas, 2,90 de indice de maltosa. La masa obtenida tenia una fuerza
W=35110"*1J, y a las dos horas de reposo W 2h= 334 10~* J. La capacidad de absorcién de agua por la masa era del
60%.

Complejos enzimdticos utilizados

Nuestro complejo enzimadtico con actividad feruil esterasa (FAE) se obtuvo en el Departamento de Microbiologia
y Parasitologia de la Universidad de Alcala. La produccioén se realiza a partir de caldos de cultivo con salvado de trigo
como fuente de carbono y utilizando una cepa de Streptomyces thermocarboxydus, perteneciente a la coleccion del
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad de Alcald. Los cultivos se incuban en agitaciéon a
37°C durante dos dias. Al final del periodo de incubacién los caldos de cultivo se centrifugan y filtran a través de filtros
con un poro de 0,45 micras, y el caldo obtenido se liofiliza. Una vez liofilizado, se valora la actividad FAE mediante
HPLC. utilizando metil-ferilico como sustrato y las proteinas presentes.

En los ensayos se utilizaron dos lotes diferentes. Uno tenia una actividad de 1,8 Unidades por gramos de complejo
enzimético y el otro 5,2 Unidades por gramo de complejo enzimatico.

La xilanasa utilizada en los ensayos procedia de cultivos de cepas Aspergillus oryzae modificadas genéticamen-
te, conteniendo un gen de xilanasa procedente de Thermomyces lanuginosus, y comercializada por APLIENA S.A.
(PentopanNovo® endo 1,4-D-xylanase JUB: 3.2.1.8, CAS: 9025-57-4, EINECS: 232-800-2). Su actividad enzimatica
era de 2500 Unidades por gramo de complejo comercial (ver definicion de unidad en el parrafo anterior).

Ensayos reologicos

Se desarrollaron en el laboratorio de la fabrica de harinas “Emilio Esteban S.A.” (Valladolid).

Se us6 el alveo-consistégrafo de Chopin (modelo NG), siguiendo para los ensayos alveograficos el método de la
AACC (American Association of Cereal Chemist) n® 5430-A 1194, y para las pruebas consistograficas el método n°
54-50 de la AACC. Se valoraron:

e Latenacidad de la masa en milimetros (P).

e La extensibilidad de la masa en milimetros (L).

e El equilibrio de la masa (P/L).

e La fuerza de la masa a los 8 minutos y a las 2 horas de reposo en 107 J (W y W 2h).

e La presién maxima en milibares (mb) (PrMax).

e El % de absorcién de agua (WA) durante el amasado para una hidratacién equivalente a 1.700 mb (base
15% de humedad), y comparable a 500 unidades medidas en el farindgrafo de Brabender.

e FEl tiempo para la formacion de la masa en segundos (TprMax).
e La tolerancia al amasado en segundos (s) (Tol).
o El debilitamiento de la masa a los 250 y 450 segundos (D250, D450, respectivamente).

Se sigui6 el protocolo Chopin, que mantiene una consistencia objetiva fijada en 2.200 milibares.
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Todos los resultados de este estudio fueron la media aritmética de cuatro repeticiones del ensayo en las mismas
condiciones analiticas.

Pruebas industriales

Se realizaron en el Centro Tecnoldgico de Cereales de Castilla y Ledn (Palencia). El proceso de elaboracion fue
directo, sin masa madre. Se amas6 la mezcla durante 13 minutos en una amasadora de brazos. La temperatura final de
la masa fue de 23°C. Se bolearon a mano piezas de 350 gramos y se colocaron sobre unas telas de algodén. Después
de un reposo de 15 minutos las masas se introdujeron en la formadora. A continuacién se fermentaron las masas
durante 80 minutos a 29°C y 78% de humedad. Por ultimo. las piezas fermentadas se pasaron a un horno eléctrico. La
temperatura de coccién fue de 210°C, durante 30 minutos, inyectdndose vapor al iniciarse la coccion.

Se realizaron varias pruebas comparativas con harinas sin dosificar y dosificadas con feruil esterasa y xilanasas.
Aplicacion industrial

La presente invencion tiene su aplicacion en los procesos de panificacién de masas de harinas de cereales. dotando
tanto a la masa como al producto final de las caracteristicas explicadas.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un complejo enzimdtico como coadyuvante tecnolégico en los procesos de obtencién de masas de harinas
de trigo, caracterizado porque dicho complejo enzimatico es rico en actividad feruil esterasa.

2. Uso de un complejo enzimadtico rico en feruil esterasa como coadyuvante tecnolégico en los procesos de obten-
cién de masas de harinas de trigo, segtin la reivindicacién 1, caracterizado porque el coadyuvante tecnoldgico esta
producido por una cepa seleccionada de Streptomyces.

3. Uso de un complejo enzimadtico rico en feruil esterasa como coadyuvante tecnolégico en los procesos de ob-
tencion de masas de harinas de trigo, segun las reivindicaciones 1 y 2, que consiste en la utilizacion del coadyuvante
tecnoldgico en combinacién con otros ingredientes y aditivos enzimadticos autorizados en sus multiples combinaciones.

4. Uso de un complejo enzimdtico rico en feruil esterasa como coadyuvante tecnoldgico en los procesos de obten-
cién de masas de harinas de trigo, segun las reivindicaciones 1, 2 y 3, caracterizado porque puede ser utilizado en
harinas de trigo de gran fuerza.

5. Uso de un complejo enzimadtico rico en feruil esterasa como coadyuvante tecnoldgico en los procesos de obten-
cién de masas de harinas de trigo, segun las reivindicaciones 1, 2 y 3, caracterizado porque puede ser utilizado en
harinas de trigo de fuerza débil.

6. Uso de un complejo enzimadtico rico en feruil esterasa como coadyuvante tecnoldgico en los procesos de obten-
cion de masas de harinas de trigo, seguin las reivindicaciones 1, 2. 3, 4 y 5, caracterizado porque en la panificacién
industrial se obtiene una masa de harina de trigo que en maquinas resulta ser no viscosa, fluida, extensible, firme y no
pegajosa.

7. Uso de un complejo enzimdtico rico en feruil esterasa como coadyuvante tecnoldgico en los procesos de obten-

cioén de masas de harinas de trigo, segtin las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5 y 6, caracterizado por la obtencion de barras
de pan con buen grefado, corteza crujiente y dorada, con una miga de alveolado uniforme y buena conservacion.
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