ES 2316 429 T3

@ Numero de publicacién: 2 316 429

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
A21D 6/00 (2006.01)
ESPANA A21D 2/26 (2006.01)
® TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 01902584 .0
Fecha de presentacion : 17.01.2001

Numero de publicacion de la solicitud: 1248523
Fecha de publicacion de la solicitud: 16.10.2002

Titulo: Proceso de preparacion de una masa refrigerada.

Prioridad: 18.01.2000 GB 0001136 @ Titular/es: DANISCO A/S
Langebrogade 1, P.O. Box 17
1001 Copenhagen K., DK

Fecha de publicacién de la mencion BOPI: @ Inventor/es: Poulsen, Charlotte, Horsmans y
16.04.2009 Sorensen, Jens, Frisbaek

Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente: Curell Suiiol, Marcelino
16.04.2009

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2316429 T3

DESCRIPCION

Proceso de preparacién de una masa refrigerada.
Antecedentes de la presente invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento. Particularmente, la presente invencién se refiere a un proce-
dimiento de preparacién de una masa. Mds particularmente, la presente invencién se refiere a un procedimiento para
preparar una masa refrigerada.

Antecedentes de la técnica

Tipicamente, las masas refrigeradas comprenden harina de trigo y agua. En este sentido, son similares a otras masas
de pan blanco. En la masa refrigerada, la harina de trigo contiene de 2 a 5% de arabinoxilano (AX) (Fincher y Stone,
1986) que se origina en las paredes celulares del endospermo. El AX es un polimero no de almidén complejo que
presenta una capacidad unica para enlazar agua. Githammer (1992) da a conocer que los AX son capaces de enlazar
agua en cantidades de hasta aproximadamente 10 veces su propio peso.

Las masas refrigeradas constituyen un mercado del pan en rdpida expansion. En este sentido, la masa prefabricada
preparada por panaderias industriales se puede almacenar durante un periodo prolongado, y el consumidor final puede
preparar fécil y rapidamente pan recién hecho. El concepto de masa refrigerada se adapta bien a las demandas crecien-
tes de los consumidores, es decir, poder disponer de pan recién hecho independientemente de los horarios de apertura,
la distancia hasta la panaderia, etc.

Sin embargo, la masa refrigerada presenta un problema. En este sentido, se conoce el hecho de que las masas
refrigeradas exhiben tendencia a adoptar consistencia de jarabe. Este fendmeno es una consecuencia de la ruptura
muy negativa del AX, y en consecuencia de la disminucién en la capacidad de retencién de agua de la masa. En otras
palabras, la adopcidn de una consistencia de jarabe o jarabizacién es una ausencia de capacidad de retencién de agua
en funcidn del tiempo, de tal manera que es capaz de provocar la precipitacién de liquido en la superficie de la masa.

Se cree que la ruptura del AX es debida a la actividad de xilanasas endgenas en la harina de trigo. La harina de
trigo contiene diversas actividades enzimdticas capaces de modificar el AX (Cleemput, G. y otros (1997), Bonnin, E y
otros (1998)), lo que provoca una disminucién del peso molecular y, en consecuencia, de la capacidad de retencién de
agua del AX en la masa.

Se ha intentado solucionar el problema de la jarabizacion afiadiendo hidrocoloides a la masa. Estos hidrocoloi-
des enlazan agua y, hasta cierto punto, retrasan dicho fenémeno de jarabizacion. A titulo de ejemplo, se debe hacer
referencia al documento US-A-5792499, que describe la adicién de xilano a la masa.

Sin embargo, existen problemas asociados con la adicién de hidrocoloides a la masa. A titulo de ejemplo, afectan
a la capacidad de la masa de ser procesada en maquinas, a las propiedades viscoeldsticas de la masa y a la distribucién
de agua dentro de la misma.

La presente invencién pretende dar a conocer una masa que presenta un nivel reducido o incluso nulo de jarabiza-
cion.

Aspectos del sumario de la presente invencion

La presente invencion se basa en el sorprendente descubrimiento de que es posible reducir, e incluso eliminar, la
jarabizacidn en masas refrigeradas utilizando una proteina. Este descubrimiento contrasta con la propuesta de la técnica
anterior de utilizar hidrocoloides. Dicho descubrimiento resulta sorprendente, ya que, en algunos casos, se ha esperado
que la adicién de proteinas adicionales tuviera un efecto negativo sobre la masa. Particularmente, se esperaba que, en
algunos casos, la utilizacién de un inhibidor de una de las enzimas presentes en la masa -particularmente cantidades
adicionales de inhibidores enzimaticos enddgenos- tuvieran un efecto muy negativo sobre la masa resultante. Sin
embargo, sorprendentemente, hemos descubierto que éste no es el caso, y que es posible utilizar proteinas a efectos
de reducir o impedir la degradacién enzimdtica del arabinoxilano presente en la harina de cereal, particularmente en
la harina de trigo. En un aspecto preferente, la presente invencién se refiere a la utilizacién de un inhibidor de la
xilanasa endégeno en masas refrigeradas a efectos de impedir la jarabizacién. En una forma de realizacién preferente,
la presente invencion se refiere a la utilizacién de un inhibidor de la xilanasa endégeno en masas refrigeradas a efectos
de impedir la jarabizacién.

Descripcion detallada de la presente invencion

Segtin un aspecto de la presente invencion, se da a conocer un procedimiento para preparar una masa refrigerada,
comprendiendo dicho procedimiento el mezclado de harina de cereal (por ejemplo, harina de trigo) y agua con una
proteina que puede reducir o impedir la degradacién enzimatica del arabinoxilano presente en la harina de cereal,
siendo dicha protefna un inhibidor de la xilanasa.
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La masa se puede preparar mezclando la harina de cereal con el agua inicialmente y afiadiendo posteriormente
la proteina. Alternativamente, la masa se puede preparar mezclando la harina de cereal y la proteina inicialmente
y afladiendo posteriormente agua. Alternativamente, la masa se puede preparar mezclando el agua con la proteina
inicialmente y afiadiendo posteriormente la harina de cereal. Las combinaciones de estas etapas del procedimiento
entran dentro del alcance de la presente invencion.

La masa resultante puede comprender ingredientes distintos de la harina de cereal, el agua y la proteina. Por
ejemplo, la masa puede comprender cantidades afiadidas de uno o més de entre: sal, azicar, frutas, especia o especias,
enzimas tales como la xilanasa o xilanasas, amilasa o amilasas, proteasa o proteasas, oxidasa u oxidasas, lipasa o
lipasas, mejorador o mejoradores de pan, etc.

Segtin un aspecto de la presente invencion, se da a conocer la utilizacién de un inhibidor de la xilanasa endégeno
a cereal (por ejemplo, trigo) en masas refrigeradas a efectos de impedir la jarabizacion.

Una masa refrigerada preparada mediante el procedimiento segun la presente invencién; un producto de panaderia
preparado a partir del procedimiento segun la presente invencion o la masa refrigerada segin la presente invencion; y
una masa refrigerada que comprende harina de cereal, agua y una proteina que puede reducir o impedir la degradacién
enzimdtica del arabinoxilano presente en la harina de cereal, se exponen también en el presente documento como
referencia.

Para mayor facilidad de referencia, estos y otros aspectos de la presente invencién se describen a continuacién bajo
los titulos apropiados para cada seccién. Sin embargo, las descripciones expuestas en cada seccién no estdn limitadas
necesariamente a cada seccidn en particular.

Aspectos preferidos
La proteina es un inhibidor de la xilanasa.

Preferentemente, el inhibidor de la xilanasa es un inhibidor de la xilanasa endégeno del cereal.

El inhibidor de la xilanasa endégeno del cereal se puede obtener a partir de cereales adecuados, tales como trigo,
centeno, etc.

Preferentemente, el inhibidor de la xilanasa es un inhibidor de la xilanasa endégeno del trigo.
Preferentemente, la harina de cereal es harina de trigo.
Algunas ventajas

Una ventaja clave de la masa refrigerada preparada mediante el procedimiento segiin la presente invencion consiste
en que la misma presenta un nivel reducido, o nulo, de jarabizacion.

Otra ventaja de la masa refrigerada preparada mediante el procedimiento segin la presente invencién consiste en
que la misma es facil de preparar.

Otra ventaja de la masa refrigerada preparada mediante el procedimiento segun la presente invencién consiste en
que dicha masa se puede adaptar facilmente para ajustarse a requisitos especificos, simplemente afiadiendo proteinas
especificas de acuerdo con la presente invencién o combinaciones de proteinas especificas.

Otra ventaja de la masa refrigerada preparada mediante el procedimiento segin la presente invencién consiste en
que la adicién de proteina, particularmente inhibidor de la xilanasa endégeno del cereal, puede no afectar a uno o mas
de entre la absorcién de la harina, las propiedades del estado de la masa, las propiedades de manejo de la masa, el
procesamiento en maquinas de la masa, o la distribucién de agua dentro de la misma.

Harina de trigo

La expresion “harina de trigo”, tal como se utiliza en el presente documento, es un sinénimo para la harina de
grano fino de trigo. Preferentemente, sin embargo, el término se refiere a harina obtenida a partir de trigo en si y no a
partir de otro grano. Asi, y a menos que se indique lo contrario, las referencias a “harina de trigo”, tal como se utilizan
en el presente documento, se refieren preferentemente a referencias a la harina de trigo en si, asi como a la harina de
trigo cuando estd presente en un medio, como por ejemplo una masa.

Proteina
Una caracteristica esencial de una masa refrigerada preparada mediante el procedimiento segin la presente inven-

cion es la presencia de una proteina que puede reducir o impedir la degradacién enzimatica del arabinoxilano presente
en la harina de cereal.
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La proteina puede ser cualquier proteina adecuada capaz de reducir o impedir la degradacién enzimadtica del arabi-
noxilano presente en la harina de cereal.

La proteina puede ser una proteina que se ha aislado de una fuente adecuada, o se puede haber preparado sintéti-
camente o utilizando técnicas de ADN recombinante. La proteina también puede ser un mutante o variante de dichas
proteinas.

Xilanasas
Las xilanasas se han utilizado en panaderia durante diversos afios.

Entre otras cosas, las xilanasas son capaces de catalizar la despolimerizacion del arabinoxilano que puede estar
presente en un cereal (por ejemplo, trigo), por ejemplo una enzima que, entre otras cosas, es capaz de catalizar la
solubilizacién de pentosano insoluble en agua (WIP) y catalizar la despolimerizacién de pentosano soluble en agua
(WSP) que pueden estar presentes en un cereal (por ejemplo, trigo).

En este sentido, se conoce el hecho de que la harina de cereal (por ejemplo, harina de trigo) contiene arabinoxilano
que se origina en las paredes celulares del endospermo. La cantidad de arabinoxilano en la harina varia en funcién
del origen de dicha harina; por ejemplo, véase Rouau y otros, Journal of Cereal Science (1994), 19, 259-272 Effect
of an Enzyme Preparation Containing Pentosanases on the Bread-making Quality of Flour in Relation to Changes in
Pentosan Properties; Fincher y Stone, (1986) Advances in Cereal Technology, Vol. Vlil (Y Pomeranz, Ed.) AACC,
St Paul, Minnesota, 207-295; y Meuser y Suckow (1986), Chemistry and Physics of Baking (J. M. V. Blanchard, P
J Frasier y T Gillard, Eds.) Royal Society of Chemistry, Londres, 42-61. Tipicamente, la cantidad de arabinoxilano
puede variar de 2 a 5% ((p/p) en base al peso seco del harina). En J. of Cereal Sci. (1999), 30, 39-43 “Triticum
Zestivum Xylanase Inhibitor (TAXI), a new Class of Enzyme Inhibitor Affecting Breadmaking”, Debyser W. y otros
exponen que se puede alcanzar el volumen del pan seleccionando variedades de trigo que tengan niveles bajos de
inhibidor de la xilanasa o variedades que no contengan inhibidor de la xilanasa.

Fincher y Stone (1986) recogen que el 70% de los polisacaridos en la pared celular del endospermo son arabi-
noxilano. Una caracterfstica del arabinoxilano es su capacidad de enlazar agua. Parte del arabinoxilano es pentosano
insoluble en agua (WIP), y parte del mismo es pentosano soluble en agua (WSP). Los resultados experimentales han
puesto de manifiesto una correlacion entre la degradacion de WIP a polimeros solubles en agua de peso molecular alto
(HMW) y el volumen del pan.

Durante la preparacion de un producto de panaderia, se conoce el hecho de que la utilizacién de una xilanasa con
una dosificacién adecuada puede dar lugar a un sistema de masa mds estable (que tipicamente comprendera sal, harina,
levadura y agua) y un mejor volumen, por ejemplo, de pan subido.

En este sentido, una buena xilanasa para aumentar el volumen del pan debe disolver el WIP, confiriendo una
mayor viscosidad al liquido de masa sin una degradacién adicional del WSP en oligémeros de xilosa. Se cree que esta
degradacion del WIP en WSP de peso molecular bajo (LMW) es perjudicial para las propiedades de la masa y puede
dar lugar a pegajosidad (Rouau y otros y McCleary (1986) International Journal of Biological Macro Molecules, 8,
349-354).

El documento US-A-5306633 da a conocer una xilanasa obtenida a partir de una cepa de Bacillus subtilis. Apa-
rentemente, esta xilanasa puede mejorar la consistencia y aumentar el volumen del pan y los productos de panaderia
que la contienen.

Se ha aislado y secuenciado otra xilanasa a partir de Bacillus subtilis (véase Paice, M. G., Bourbonnais, R., Des-
rochers, M., Jurasek, L. y Yaguchi, M. A xylanase gene from Bacillus subtilis: nucleotide sequence and comparison
with B. pumilus gene, Arch. Microbiol. 144, 201-206 (1986)).

Hasta el presente, en el sector de la panaderia se han utilizado tipicamente xilanasas fingicas. Por ejemplo, J] Maat
y otros. (Xylans y Xylanases, editado por J. Visser y otros, 349-360, Xylanases and their application in bakery) dan a
conocer una 3-1,4-xilanasa producida por una cepa de Aspergillus niger var. awamori. Segun estos autores, la xilanasa
flingica es efectiva para aumentar el volumen especifico de los panes, sin por ello dar lugar a un efecto secundario
negativo sobre el manejo de la masa (pegajosidad de la misma), tal como se puede observar en xilanasas derivadas de
otras fuentes flingicas o bacterianas.

A pesar de los efectos beneficiosos documentados de las xilanasas, ahora hemos descubierto que se pueden obtener
otros efectos beneficiosos utilizando inhibidores de las xilanasas.

En la presente invencidn, el inhibidor es un inhibidor de la xilanasa que puede reducir o impedir la degradacién
enzimdtica del arabinoxilano presente en la harina de cereal.

A continuacion, se describe un ensayo para determinar la actividad de la endo-3-1,4-xilanasa.
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Ensayo de xilanasa (endo-f3-1,4-xilanasa)

Se diluyen muestras de xilanasa en tampén de 4cido citrico (0,1 M)-hidrogenofosfato disédico (0,2 M), a pH 5,0, a
efectos de obtener aproximadamente una densidad 6ptica (OD) = 0,7 en el ensayo final. Tres diluciones de la muestra
y un estdndar interno con una actividad definida se mantienen a temperatura constante durante 5 minutos a 40°C.
Cuando tiempo = 5 minutos, se afiade 1 lengiieta de xilazima (substrato de xilano reticulado tefiido) a la solucién de
enzima. Cuando tiempo = 15 minutos (o en algunos casos mayor, dependiendo de la actividad de xilanasa presente en
la muestra), la reaccién se termina afiadiendo 10 ml de TRIS 2%. La mezcla de reaccion se centrifuga y se mide la OD
del sobrenadante a 590 nm. Teniendo en cuenta las diluciones y la cantidad de xilanasa, la actividad (TXU, unidades
totales de xilanasa) de la muestra se puede calcular en relacién a un estandar.

Inhibidor de la xilanasa

Tal como se ha indicado anteriormente, en un aspecto preferente de la presente invencidn el agente que puede
reducir o impedir la degradacién enzimatica del arabinoxilano presente en la harina de cereal es un inhibidor de la
xilanasa.

El inhibidor de la xilanasa puede ser cualquier inhibidor de la xilanasa adecuado. En una seccién posterior se indica
un ensayo adecuado para seleccionar inhibidores de la xilanasa adecuados.

A titulo de ejemplo, el inhibidor de la xilanasa puede ser el inhibidor descrito en el documento WO-A98/49278 y/o
el inhibidor de la xilanasa descrito en Rouau, X. y Surget, A. (1998), McLauchlan, R., y otros. (1999) y/o el inhibidor
de la xilanasa descrito en la solicitud de patente UK nimero 9828599.2 (presentada el 23 de diciembre de 1998), la
solicitud de patente UK nimero 9907805.7 (presentada el 6 de abril de 1999) y la solicitud de patente UK nimero
9908645.6 (presentada el 15 de abril de 1999).

Ensayo de inhibidor de la xilanasa

Se mezclan 100 ul de fraccion de inhibidor candidato, 250 ul de solucién de xilanasa (conteniendo 12 TXU de
xilanasa microbiana/ml) y 650 ul de tampén (tampén de 4cido citrico 0,1 M - hidrogenofosfato disédico 0,2 M, pH
5,0). La mezcla se mantiene a temperatura constante durante 5 minutos a 40,0°C. Cuando tiempo = 5 minutos, se
afiade 1 lengiieta de xilazima. Cuando tiempo = 15 minutos, la reaccion se termina afladiendo 10 ml de TRIS 2%. La
mezcla de reaccién se centrifuga (3.500 g, 10 minutos, temperatura ambiente) y se mide el sobrenadante a 590 nm. La
inhibicidn se calcula como actividad residual comparada con el blanco. El blanco se prepara del mismo modo, excepto
que se sustituyen los 100 ul de inhibidor por 100 ul de tampén (tampédn de 4cido citrico 0,1 M - hidrogenofosfato
disédico 0,2 M, pH 5,0).

Inhibidor de la xilanasa especifico

Tal como se ha indicado, un inhibidor de la xilanasa que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencion es
el inhibidor de la xilanasa descrito en la solicitud de patente UK nimero 9828599.2 (presentada el 23 de diciembre de
1998), 1a solicitud de patente UK nimero 9907805.7 (presentada el 6 de abril de 1999) y la solicitud de patente UK
nimero 9908645.6 (presentada el 15 de abril de 1999).

Este inhibidor endégeno de endo-S-1,4-xilanasa se puede obtener a partir de harina de trigo. El inhibidor es un
dipéptido con un PM de aproximadamente 40 kDa (medido por SDS o MS) y con un pl de entre aproximadamente 8
y aproximadamente 9,5.

Hasta ahora, el andlisis secuencial ha revelado que el inhibidor presenta, por lo menos, una o mas de las secuencias
indicadas como SEC ID n° 1, SEC ID n° 2, SEQ ID No 3, SEC ID n° 4, SECID n° 5, SEC ID n° 6 y/o SEC ID n° 7.

De este modo, la presente invencion incluye un inhibidor de endo-f3-1,4-xilanasa que comprende, por lo menos,
una o mas de las secuencias indicadas como SEC ID n° 1, SEC ID n° 2, SEQ ID No 3, SEC ID n° 4, SEC ID n° 5, SEC
ID n° 6 y/o SEC ID n° 7 o una variante, un homélogo o un fragmento de las mismas.

Los términos “variante” u “homo6logo” son sinénimos con variaciones alélicas de las secuencias.

Los términos “variante”, “homélogo” o “fragmento” en relacién con el inhibidor segin la presente invencién
incluyen cualquier sustitucion, variacion, modificacion, reemplazo, eliminacién o adicién de uno (o mds) aminoacidos
de la secuencia, siempre y cuando la secuencia de aminodcidos resultante presente accion inhibidora de la xilanasa,
preferentemente presentando, por lo menos, la misma actividad que un inhibidor que tiene, por lo menos, una o mas
de las secuencias indicadas como SEC ID n° 1, SEC ID n° 2, SEQ ID N° 3, SEC ID n° 4, SEC ID n° 5, SEC ID n° 6 y/o
SEC ID n° 7. Particularmente, el término “homoélogo” incluye homologia con respecto a la estructura y/o la funcion,
siempre y cuando el inhibidor resultante presente accién inhibidora de la xilanasa, preferentemente presentando, por
lo menos, la misma actividad que un inhibidor que tiene, por lo menos, una o mas de las secuencias indicadas como

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2316429 T3

SEC ID n° 1, SEC ID n° 2, SEQ ID N° 3, SEC ID n° 4, SEC ID n° 5, SEC ID n° 6 y/o SEC ID n° 7. Con respecto
a la homologia de secuencia (es decir, la similitud de secuencia o identidad de secuencia), preferentemente existe,
por lo menos, un 75%, mds preferentemente, por lo menos, un 80%, mas preferentemente, por lo menos, un 85%,
mds preferentemente, por lo menos, un 90% de homologia con respecto a la secuencia mostrada en las listas de
secuencia adjuntas. Mas preferentemente, existe, por lo menos, un 95%, mas preferentemente, por lo menos, un 98%
de homologia con respecto a la secuencia mostrada en las listas de secuencia adjuntas.

Particularmente, el término “homologia”, tal como se utiliza en el presente documento, se puede igualar al término
“identidad”. En este caso, la homologia de secuencia con respecto a la secuencia de nucleétidos de la presente inven-
cion y la secuencia de aminoacidos de la presente invencion se puede determinar mediante una sencilla comparacién
de “globo ocular” (es decir, una comparacidn estricta) de cualquiera una o mas de las secuencias con otra secuen-
cia para comprobar si esa otra secuencia presenta, por lo menos, un 75% de identidad con respecto a la secuencia
o secuencias. La homologia relativa de secuencia (es decir, la identidad de secuencia) también se puede determinar
mediante programas informaticos comercialmente disponibles, que pueden calcular el % de homologia entre dos o
mds secuencias. Un ejemplo tipico de un programa informadtico de este tipo es CLUSTAL.

En consecuencia, las comparaciones de homologia se pueden llevar a cabo a ojo. Sin embargo, més habitualmente
se llevan a cabo con la ayuda de programas de comparacién de secuencia facilmente disponibles. Estos programas
informdticos comercialmente disponibles pueden calcular el % de homologia entre dos o mds secuencias.

El % de homologia se puede calcular a lo largo de secuencias contiguas, es decir, que una secuencia se alinea con
la otra secuencia y cada aminoacido de una secuencia se compara directamente con el correspondiente aminoacido
de la otra secuencia, residuo a residuo. Esto se designa alineacién “sin huecos”. Tipicamente, estas alineaciones sin
huecos se llevan a cabo Unicamente a lo largo de un nimero relativamente corto de residuos (por ejemplo, menos de
50 aminodcidos contiguos).

Aunque esto constituye un método muy sencillo y consistente, no tiene en cuenta, por ejemplo, que en un par de
secuencias, por lo demds idénticas, una insercién o eliminacién provocard que los siguientes residuos aminodcidos
estén desalineados, lo que potencialmente dard lugar a una gran reduccién en el % de homologia cuando se lleva
a cabo una alineacién global. En consecuencia, muchos métodos de comparacién secuencial se disefian para que
realicen alineaciones 6ptimas que toman en consideracién posibles inserciones y eliminaciones sin penalizar por ello
indebidamente el indice de homologia global. Esto se consigue insertando “huecos” en la alineacién de secuencia a
efectos de intentar maximizar la homologia local.

Sin embargo, estos métodos mas complejos asignan “penalizaciones de hueco” a cada hueco que aparece en la
alineacion, de tal modo que, por ejemplo, para el mismo nimero de aminodcidos idénticos, una alineacién de secuencia
con tan pocos huecos como sea posible -que refleja una mayor relacion entre las dos secuencias comparadas- alcanzard
una puntuacién mas alta que otra con muchos huecos. Se utilizan tipicamente “costes de huecos afines”, que cargan
un coste relativamente elevado por la existencia de un hueco y una penalizacién menor para cada residuo posterior
del hueco. Este es el sistema de puntuacién de huecos mads cominmente utilizado. Evidentemente, penalizaciones
elevadas de hueco producirdn alineaciones optimizadas con menos huecos. La mayoria de programas de alineacién
permite modificar las penalizaciones de hueco. Sin embargo, resulta preferente utilizar los valores por defecto cuando
se utiliza software de este tipo para la comparacién de secuencias. Por ejemplo, cuando se utiliza el paquete GCG
Wisconsin Bestfit (véase a continuacién), la penalizacién de hueco por defecto para las secuencias de aminoécidos es
de -12 para un hueco y de -4 para cada extension.

En consecuencia, el célculo del % méaximo de homologia requiere en primer lugar la realizacién de una alineacién
optima, teniendo en cuenta las penalizaciones de hueco. Un programa informédtico adecuado para llevar a cabo dicha
alineacion es el paquete GCG Wisconsin Bestfit (Universidad de Wisconsin, EE.UU.; Devereux y otros, 1984, Nucleic
Acids Research 12:387). Otros ejemplos de software que puede llevar a cabo comparaciones de secuencias incluyen,
sin limitarse a los mismos, el paquete BLAST (véase Ausubel y otros., 1999 ibid, capitulo 18), FASTA (Atschul y
otros., 1990, J. Mol. Biol., 403-410) y el conjunto GENEWORKS de herramientas de comparacién. BLAST y FASTA
estan disponibles para una busqueda offline y online (véase Ausubel y otros., 1999 ibid, paginas 7-58 a 7-60). Sin
embargo, resulta preferente utilizar el programa GCG Besffit.

Aunque el % final de homologia se puede medir en términos de identidad, el proceso de alineacién en si mismo
tipicamente no se basa en una comparacién por pares de “todo o nada”. En lugar de ello, generalmente se utiliza
una escala de matriz de puntuacion de similitud que asigna puntuaciones a cada comparacién por pares en base a
la similitud quimica o a la distancia evolutiva. Un ejemplo de una matriz de este tipo comtinmente utilizada es la
matriz BLOSUMS62 -matriz por defecto para el conjunto de programas BLAST-. Generalmente, los programas GCG
Wisconsin utilizan los valores por defecto ptiblicos o una tabla de comparacién simbélica a medida si la misma se
suministra (véase manual del usuario para mds detalles). Resulta preferente utilizar los valores por defecto publicos
para el paquete GCG o, en el caso de otro software, la matriz por defecto, tal como BLOSUMG62.

Una vez que el software ha producido una alineacién Optima, es posible calcular el % de homologia, preferente-
mente el % de identidad de secuencia. Tipicamente, el software lleva esto a cabo como parte de la comparacion de
secuencia y genera un resultado numérico.
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Preferentemente, las comparaciones secuenciales se llevan a cabo utilizando el sencillo algoritmo de bisqueda
BLAST disponible en http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST, que utiliza los pardmetros por defecto.

La presente invencién también incluye fragmentos de la secuencia de aminodcidos presentada y variantes de la
misma presentes en el presente documento. Los fragmentos adecuados tendrdn un tamafio, por lo menos, de 5 ami-
noécidos, por ejemplo, por lo menos, de 10, 12, 15 6 20 aminoécidos.

Las secuencias presentadas en el presente documento también se pueden modificar a efectos de que contengan una
o mds (por ejemplo, por lo menos, 2, 3, 5 6 10) sustituciones, eliminaciones o inserciones, incluyendo sustituciones
conservadas.

Las sustituciones conservadas se pueden realizar de acuerdo con la siguiente tabla, que indica sustituciones con-
servativas, en las que aminodcidos del mismo bloque en la segunda columna y, preferentemente, en la misma linea de
la tercera columna, se pueden sustituir entre si:

Alifatica No polar GAP
LV
Polar no cargada CSTM

NQ
Polar - cargada DE
KR
Aromatica HFWY
Otros NQDE

Producto de panaderia

Se puede preparar un alimento (particularmente un producto de panaderia) a partir de masa refrigerada. Los tipicos
productos de panaderia (horneados) de acuerdo con la presente invencién incluyen pan (tal como hogazas, panecillos,
bollitos, bases de pizza, etc.), bretzels, tortillas, pasteles, galletas, pastas, galletas saladas, etc.
Introduccion a la seccion de ejemplos

A continuacién se describe la presente invencion, Unicamente a titulo de ejemplo, y haciendo referencia a:

la figura 1 - que muestra un grafico; y

la figura 2 - que ilustra masas.

Mas detalladamente:

Lafigura 1 es un gréfico que muestra el aumento de OD en el ensayo de xilanasa en funcién del extracto xilanolitico
enddgeno de trigo afiadido; y

La figura 2 ilustra cuatro masas preparadas segun el ejemplo 3.

Ejemplo 1
Purificacion de inhibidor de la xilanasa enddgeno de trigo

Se extrajeron 2 kg de harina de trigo (reforma danesa, lote 99056) con agua, utilizando una relacion harina:agua de
1:2, durante 10 minutos de agitacién. El inhibidor de la xilanasa endégeno soluble se separé de la suspension harina-
agua por centrifugacion. La extraccion y centrifugacion se llevaron a cabo a 4°C. El inhibidor se purificé a partir
del extracto de agua mediante las siguientes técnicas cromatograficas y de concentraciéon: HPLC-SEC, HPLC-CIEC,
evaporacion rotativa, HPLC-HIC, HPLC-SEC y evaporacién rotativa. El inhibidor de la xilanasa se pudo controlar
durante la purificacién utilizando el ensayo de inhibidor de la xilanasa descrito anteriormente. Para determinar la
cantidad de inhibidor obtenida, se utiliz6 el siguiente método de cuantificacion de inhibidor.
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Meétodo de cuantificacion de inhibidor

Se define 1 XIU (unidad de inhibidor de la xilanasa) como la cantidad de inhibidor que hace disminuir 1 TXU a
0,5 TXU en las condiciones descritas a continuacion.

250 ul de solucién de xilanasa que contiene 12 TXU/ml, aproximadamente 100 ul de solucién de inhibidor de
la xilanasa y tampon de dcido citrico (0,1 M)-hidrogenofosfato disédico (0,2 M), a pH 5,0, para hacer reaccionar
un volumen de reaccién de 1.000 ul, se preincuban durante 5 minutos a 40°C. Cuando t = 5 minutos, se afiade un
comprimido de 1 xilazima (Megazyme, Irlanda) a la mezcla de reaccién. Cuando t = 15 minutos, la reaccién se termina
afiadiendo 10 ml de TRIS/NaOH 2%, pH 12. La solucién se filtra y se mide la absorbancia del sobrenadante a 590 nm.
Seleccionando diversas concentraciones diferentes de inhibidor en el ensayo anterior es posible generar un grafico de
OD frente a la concentracién de inhibidor. Utilizando el pendiente (a) y la interseccién (b) de dicho gréfico, y la con-
centracion de xilanasa, es posible calcular la cantidad de XIU en una determinada solucién de inhibidor (ecuacién 1).

((b/2)/-a)/TXU en ensayo Ecuacion 1

A partir de la purificacién de inhibidor de la xilanasa endégeno, se recuper el siguiente rendimiento de inhibidor
(tabla 1). La muestra de inhibidor era pura y libre de actividades xilanoliticas end6genas de trigo.

TABLA 1

Recuperacion de inhibidor de la xilanasa endogeno de trigo tras la purificacion

Muestra Cantidad XU XIU, total | Recuperacion, %
Harina 2.000g 590/g 1.180.000 100
Inhibidor 90ml | 4658/ml| 419.220 355
purificado

Ejemplo 2

Inhibicion de actividades xilanoliticas endogenas de trigo, utilizando inhibidor de la xilanasa enddgeno de trigo
purificado

Se extrajeron 5 g de harina (lote 99056 que contiene 590 XIU/g) con 15 ml de agua fria durante 10 minutos
con agitacion. Las enzimas xilanoliticas solubles se separaron de la suspension de harina-agua por centrifugacién (10
minutos, 4°C, 10.000 g). El sobrenadante contenia las enzimas xilanoliticas extraibles. Se obtuvieron 12 ml de extracto
xilanolitico.

Una cantidad diferente del extracto xilanolitico se incub6 con substrato de xilazima (Megazyme, Irlanda) con y sin
inhibidor de la xilanasa endégeno de trigo purificado adicional. Véanse las condiciones experimentales detalladas a
continuacién (tabla 2). El inhibidor purificado contenia 1.200 XIU/ml. En todos los ensayos, el volumen de reaccién
de 1.000 w1 se alcanz6 afiadiendo tampo6n de acido citrico (0,1 M)-hidrogenofosfato disédico (0,2 M), a pH 5,0. La
incubacioén se terminé mediante la adicion de 5 ml de TRIS/NaOH 2%, pH 12, tras 6 horas y 30 minutos.

TABLA 2

Condiciones experimentales para mostrar la inhibicion de las actividades xilanoliticas endogenas de trigo
mediante la adicion de inhibidor de la xilanasa endogeno de trigo purificado

i .
Ensayo )l(sirglao(:l?gco, i i)nul:}::;éo, pl Tampon, oD
1 100 0 900 0,8
2 100 100 800 0,277
3 250 0 750 0,867
4 250 100 650 0,275
5 500 0 500 1,031
6 500 100 400 0,414
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El inhibidor de la xilanasa end6geno de trigo purificado puede inhibir las enzimas xilanoliticas extraibles de trigo
con mucha eficacia. Las enzimas xilanoliticas extraidas pueden producir un aumento lineal de la OD en el ensayo

(véase figura 1).

Ejemplo 3

Preparacion y evaluacion de masa utilizando inhibidor de la xilanasa endogeno

Se preparan masas utilizando la siguiente receta (tabla 3) y harina 2000063.

TABLA 3

Receta para preparar masa. Se aiiadio agua hasta obtener 500 unidades Brabender (BU). El xilano es
xilano de madera de abedul (Sigma)

Masa Harina, g NaCl, g Xilano, g | Agua, g aﬁ):dLijdo XIU total
A 50 1 0 28 0 30.000
B 50 1 0 28 30.000 60.000
C 50 1 0 28 270.000 | 300.000
D 50 1 1 30 0 30.000

El mezclado de las masas anteriores dio lugar a los siguientes datos de mezclado.

TABLA 4

Datos de farinografo obtenidos al mezclar las masas descritas en la tabla 3

Absorcién de

Masa agua,é/aa >00 der::o?Ig,driin EStarﬁiilri\dad'
A 56,1 1,4 04
B 56,0 15 9.6
C 56,1 15 9.3
D 60,2 9.2 175

Las masas anteriores (tabla 3) se prepararon mezclando durante 5 minutos en un mezclador farindgrafo.

Las masas se mantuvieron en un recipiente cerrado herméticamente (se aplicé atmoésfera de CO,) durante 10 dias
a 10°C. Las masas se evaluaron visualmente en el dia O y en el dia 10. En la tabla 5, se indican los resultados. Ademas,
los resultados también se visualizan en la figura 2. La figura 2 muestra claramente que el jarabe marronoso estd ausente
en la masa que contiene 10 veces la cantidad de inhibidor de la xilanasa, y s6lo estara ligeramente presente en la masa

que contiene 2 veces la cantidad de inhibidor de la xilanasa, en comparacién con las masas A y D.
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TABLA 5

Resultados de la evaluacion de las masas A a D de la tabla 3. Una puntuacion de 1 representa una superficie de
masa seca, y una puntuacion de 10 representa una superficie de masa hiimeda y con aspecto de jarabe

Dia 0 Dia 10
M Puntuacion de Puntuacién de
asa ) L, ) o,
jarabizacién jarabizacion
A 2 10
B 2 4
C 2 2
D 2 9
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Listados de secuencia

CADENA A de inhibidor

Fuente de la secuencia: inhibidor de la xilanasa de harina de trigo

N-terminal:

GAPVARAVEAVAPFGVCYDTKTLGNNLGGYAVPNYV (35aa) SEC ID n° 1

C-terminal:
KRLGFSRLPHFTGCGGL (17aa) SEC ID n° 2

CADENA B de inhibidor

Fuente de la secuencia: inhibidor de la xilanasa de harina de trigo

10
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N-terminal:

LPVPAPVTKDPATSLYTIPFH (21aa) SEC ID n° 3

Cadena B digerida con Lys-C:
LLASLPRGSTGVAGLANSGLALPAQVASAQK (31aa) SEC ID n° 4
GGSPAHYISARFIEVGDTRVPSVE (24aa) SEC ID n° 5
VNVGVLAACAPSK (13aa) SEC ID n° 6
VANRFLLCLPTGGPGVAIFGGGPVPWPQFTQSMPYTLVVVK SEC ID n°® 7

11
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para preparar una masa refrigerada, comprendiendo el procedimiento el mezclado de harina de
cereal y agua con una proteina que reduce o impide la degradacién enzimadtica del arabinoxilano presente en la harina
de cereal, siendo dicha proteina un inhibidor de la xilanasa.

2. Procedimiento para preparar una masa refrigerada, comprendiendo dicho procedimiento el mezclado de harina
de cereal y agua con una proteina que tiene un efecto inhibidor, por lo menos, sobre una enzima que tiene un efecto
muy negativo sobre el arabinoxilano, siendo dicha proteina un inhibidor de la xilanasa.

3. Procedimiento segtn la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en el que dicho inhibidor de la xilanasa es un
inhibidor de la xilanasa endégeno del cereal.

4. Utilizacién de un inhibidor de la xilanasa endégeno de cereal en una masa refrigerada para impedir que adquiera
aspecto de jarabe.

12
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OD en funcién de yl de extracto xilanolitico
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Figura 1. Aumento de la OD en ensayo de xilanasa en funcion de extracto xilanolitico

enddgeno de trigo anadido.
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