Enzimas — Las mejores amigas de las harinas

Las pequeias ayudantes de los fabricantes de harinas
Dr. Lutz Popper, Muhlenchemie GmbH & Co. KG, Ahrensburg, Alemania

Durante mucho tiempo se crey6 que la a- y la B-amilasa eran las Unicas enzimas
que podian usarse en la industria de la molineria. Esta creencia ha cambiado
radicalmente desde la introduccion de las hemicelulasas hace dos décadas y ha
recibido ahora otro impulso gracias al éxito de las enzimas lipoliticas. Existen
muchas mas enzimas (Tab. 1) que todavia desempefian papeles en nichos para
determinadas aplicaciones, pero que un dia pueden volverse tan versatiles como los
tipos anteriormente mencionados. Esta presentacion se centra en las propiedades
menos conocidas de las enzimas comunes y algunas aplicaciones de nicho de las
enzimas bien conocidas.

Tab. 1: Enzimas sugeridas para la mejora del pan y de la harina (no exclusivas)

Enzima

Efecto pretendido

a-amilasa, fungal

Suministro de energia para la levadura

a-amilasa, bacteriana

Licuefaccioén

a-amilasa, estable al calor intermedio

Antiendurecimiento

Amiloglucosidasa (glucoamilasa)

Suministro de energia, color, sabor

Enzima ramificada (glucotransferasa)

Retencién de agua

Celulasa

Retencién de agua

Furanosidasa, arabinofuranosidasa

Estructura de la masa, retencion de agua

Esterasa de acido ferdlico y cumarico

Estructura de la masa, retencion de agua

Glutatién oxidasa

Refuerzo de las proteinas

Glicolipasa, galactolipasa

Estabilidad de la masa y rendimiento de
volumen

3-glucanasa

Estructura, licuefaccién

Glucosa oxidasa, galactosa oxidasa, hexosa
oxidasa

Refuerzo de las proteinas

Hemicelulasa, xilanasa, pentosanasa

Estructura de la masa, retencion de agua,
rendimiento de volumen

Laccasa, polifenol oxidasa

Reforzamiento de la masa

Lipasa

Sabor, emulsificacion in-situ, estabilidad
de la masa y rendimiento de volumen

Lipoxigenasa, lipoxidasa

Estructura de la masa, decoloracién

Exopeptidasa Color, sabor
Peroxidasa Reforzamiento de las proteinas
Fosfolipasa Estructura porosa y rendimiento de

volumen

Proteasa, proteinasa

Relajacién de las proteinas, licuefaccién

Pululanasa

Estructura, retencion de agua

Sulfidril oxidasa

Reforzamiento de las proteinas

Sulfidril transferasa

Reforzamiento de las proteinas

Transglutaminasa

Reticulacion de las proteinas,
estabilizacion del gluten

El término hemicelulasa designa una

familia de enzimas. Todos los miembros
mostrados en la Fig. 1 pueden disgregar los pentosanos, pero sus impactos sobre la

masa y propiedades de panificacion varian mucho.




Se supone que los pentosanos forman una red con el gluten; cuantos mas
pentosanos hay implicados, mas firme es la red. Este es el motivo por el que las
harinas de trigo mas oscuras y las mezclas que contienen harina de centeno tienen
un rendimiento de volumen menor que las harinas blancas. El rendimiento de
volumen de todas las harinas puede aumentarse considerablemente agregando
hemicelulasas.

La mayoria de estas enzimas derivan de las clases Aspergillus seleccionadas o
especializadas en la produccion de hemicelulasas.

| @-Acidocumérico
@ Acido ferdlico

@ a-L-Arabinofuranosidasa

& Endo-1,4-R-xilanasa
@ Estearasa acido cumaérico

‘ Estearasa acido ferdlico

Fig. 1: Enzimas hemiceluloliticas

Las hemicelulasas se venden mayoritariamente en compuestos con amilasa. No es
posible proporcionar una recomendacién de dosificacion general, ya que no existe
un método estandar para determinar la actividad de hemicelulasa. Los métodos
disponibles se basan normalmente en la determinacion de la liberacién de azlUcares
reductores, la reduccion de viscosidad o la disgregacion de moléculas sintéticas o
coloreadas son muy dificiles de relacionar entre si. Ademas, incluso el uso de un
método estandar para diferentes hemicelulasas no permite necesariamente sacar
conclusiones respecto a las propiedades de panificacion, presumiblemente debido a
que los puntos en que las hemicelulasas de diferente origen atacan las moléculas de
pentosano son muy diferentes.



Proteasa

Las proteasas (conocidas también como proteinasas o0 peptidasas) dividen las
cadenas de proteinas de la molécula de gluten (Fig. 2) y de este modo se produce
en primer lugar un ablandamiento y después un colapso completo de la estructura.
Una Unica proteasa purificada y muy especifica s6lo podria disgregar unos pocos
enlaces de péptidos, produciendo sélo un ablandamiento limitado.

Protease
\{ (Synonyms:
- Proteinase

- Peptidase)

Fig. 2: Accién de la proteasa sobre el gluten

Con las estructuras de gluten cortas puede ser conveniente un ligero ablandamiento;
en este caso tiene una importancia similar al uso de la cisteina. La accién proteolitica
depende mas del tiempo que la funcién de la cisteina. Como resultado, aumenta con
el tiempo de fermentacion de la masa. Este es el motivo por el que existe una
demanda considerable de preparados de enzimas que no contienen trazas de
proteasa.

El uso de proteasa es menos crucial con las harinas ricas en gluten. Incluso es muy
comun en la producciéon de pan de molde (tostadas), donde se necesita que una
masa blanda rellene con precision el molde. Las proteasas son muy utiles también
para la produccion de harinas para crackers, galletas o barquillos donde no se desea
elasticidad del gluten.

Enzimas para galletas, crackers y barquillos

Mientras que un alto contenido de proteinas y un gluten fuerte son propiedades
deseadas en muchos procesos del pan, las harinas con poco gluten y débil son
preferibles para los productos panificados duraderos. La tendencia de la masa a
recuperarse después de estirarla con el rodillo y la formacion no deseada de grumos
de gluten en la pasta para barquillos son los motivos para este requisito. Si hay
disponible o no una harina con pocas proteinas y débiles, el uso de agentes
reductores de la elasticidad tendra ventajas en todas las etapas del proceso: La
extension sera mas uniforme; la reduccion del grosor de la hoja de masa puede
realizarse de forma mas rapida y reproducible; los periodos de relajacion para la hoja
de masa pueden reducirse o incluso omitirse; los trozos de masa mantendran la
forma dada mediante el corte;



se evitan la contraccion y la curvatura en el horno, asi como la formacion de grietas
capilares (comprobacién). Con las amilasas apropiadas puede prescindirse de los
componentes de la receta caros, como los sélidos lacteos, que de lo contrario son
necesarios para un tostado suficiente. Ademas, todo el proceso dependera menos
de la calidad de la harina.

Aplicaciones para galletas y crackers

La Tab. 2 muestra las recetas para galletas duras simples fabricadas sin y con
proteasa (Alphamalt BK 5020). En la fila inferior se comparan las dimensiones de las
galletas. Como muestra la relacion largo:ancho (media de 25 galletas), no hay casi
diferencia entre el largo y el ancho de las galletas con adicién de enzimas, mientras
que las que no tenian enzimas se encogieron en una direccion.

Tab. 2: Galletas horneadas con y sin proteasas bacterianas

Componente (kg) Referencia Con enzimas
Harina 100 100
Grasa 50 50
Azlcar 50 50

Sal 0,2 0,2
Agua 10 10
Alphamalt BK 5020 - 0,05
Largo / ancho (mm) 62,3 /59,6 63,6 / 63,3

Dado que la proteasa elimina la mayor parte de la tensién interna, los productos
tienen una tendencia menor a curvarse durante el horneado: La primera fila de la
Fig. 3 muestra la parte inferior de las galletas sin proteasa; la coloracion se produjo
principalmente en los margenes, que todavia tocaban la piedra del horno cuando
adoptaron una forma convexa debido a la contraccién asimétrica de las proteinas al
producirse desnaturalizacion térmica. Las galletas fabricadas con proteasa se
mantuvieron planas y mostraron un dorado uniforme (fila inferior). Este es también
un problema comun que puede observarse con muchas galletas duras producidas
comercialmente.
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Fig. 3: Parte inferior de las galletas
duras horneadas sin (arriba) y
con Alphamalt BK 5020 (abajo)

Aplicaciones para barquillos

Las pastas para la produccion de barquillos contienen una gran cantidad de agua.
Es esencial una baja viscosidad y una dispersién uniforme de todos los ingredientes
para obtener barquillos uniformes con una estructura homogénea. Dado que la
formacién de grumos de gluten durante el mezclado puede causar una parada de la
maquinaria debido al bloqueo de los tubos y tamices o el dorado no uniforme y la
reduccién de la estabilidad de los productos horneados, es conveniente el uso de
harina baja en proteinas, pero puede no ser suficiente. La licuefaccion de los
complejos de enzimas hidroliticos puede descomponer cualquier gluten presente en
una pasta liquida, dando como resultado una mezcla uniforme con propiedades de
flujo 6ptimas. Debido a la reduccién de la viscosidad, la cantidad de agua usada en
la receta puede reducirse, lo que proporcionara un consumo menor de energia para
el horneado y un rendimiento del horno superior. Estas enzimas son las mas
apropiadas para los procesos semicontinuos, con tiempos de lote de 10 min minimo,
dado que la reaccion de las enzimas necesita algunos minutos mas para que tenga
efecto.

Utilizamos el amilégrafo de Brabender a una temperatura constante para una prueba
simple con el fin de demostrar el efecto de una ‘enzima para barquillos’ sobre las
propiedades reoldgicas de un sistema de masa liquida (Fig. 4). Se us6 una harina de
trigo estandar para fabricar pan en todas las pruebas; se realizé una mezcla previa
de 250 g de harina con 330 mL de agua en una batidora Braun durante 1 min 45 sy
después se colocé en un recipiente de reaccion. La enzima para barquillos
Alphamalt LQ 4020 se afiadié en una prueba de 20 g por 100 kg de harina antes de
empezar la mezcla.

Mientras que la prueba de referencia se mantuvo casi en la misma viscosidad
durante 40 min aprox., la enzima caus6 una caida inmediata de la viscosidad.
Ademas, se destruyeron todas las fibras de gluten, lo que es evidente en la forma
definitiva de la curva. Por contraste, la curva de referencia muestra grandes
fluctuaciones debido a los grumos o fibras de gluten adheridas a la herramienta de
mezcla del amilégrafo.
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Fig. 4. Efecto de Alphamalt LQ 4020|Fig.5: Efecto de la adicion de agua
sobre el comportamiento sobre los costes de
viscométrico de la pasta de evaporacion
harina de trigo

En las pruebas de panificacion con una planta de escala piloto se pudo controlar la
adicion de agua y de este modo el peso y la densidad de los barquillos con la ayuda
del compuesto de enzimas. Esto ofrece grandes ventajas econdmicas (demanda de
energia menor, rendimiento superior) y mayor libertad para el desarrollo del producto
(Fig. 5). Las barquillos de mayor densidad son mas crujientes y se mantienen asi
mas tiempo debido a la menor absorcién de agua.

Sustitucién del metabisulfito sédico (SMB) en la produccion de crackers y
barquillos

Este agente intensamente reductor divide los enlaces de disulfuro entre cadenas y
dentro de las cadenas del gluten, provocando una caida inmediata de la resistencia
de la masa o viscosidad de la pasta. EI SMB es muy barato y facil de usar.

Por lo tanto, en muchos paises, el SMB se usa todavia en la produccién de
barquillos y crackers. Lamentablemente, el SMB destruye la vitamina B1 y puede
causar problemas de salud en las personas sensibles. Ademas, inhibe la reaccion
del tostado y causa un sabor sulfuroso desagradable. Las enzimas no sélo ofrecen
una alternativa saludable al SMB; también tienen ventajas técnicas decisivas, como
las propiedades de la masa constantes una vez se ha producido la reaccion,
incluyendo una textura comparable de la masa de retorno y la fresca, la reduccion de
adicion de agua a las pastas de barquillo y el control de la densidad y la estabilidad
de los barquillos.



Fig. 6: Farinografos con metabisulfito sodico (SMB) o enzimas.
A: enzima proteolitica para pastas de barquillos liquidas; B: enzima
proteolitica para galletas y crackers; C: complejo enzimético
proteolitico, amilolitico y hemicelulolitico para la disgregacién réapida
del gluten.

Cuando se prueban en el farinégrafo, los SMB y las enzimas muestran una
reduccién de la resistencia al amasamiento (Fig. 6). La reaccion del SMB se produce
mas rapidamente, pero probablemente debido a la presencia de oxigeno
atmosférico, parte de la resistencia se restablece durante el mezclado continuo,
cuando los enlaces de disulfuro se rompen por la recuperacion del SMB (arriba
derecha). La reaccion mas lenta pero persistente de las enzimas produce una
resistencia minima, cuando se ha degradado todo el sustrato de las enzimas.

Glucosa oxidasa

La enzima glucosa oxidasa (GOD) deriva normalmente del hongo Aspergillus, a
veces del Penecillium. La miel también es una fuente abundante de GOD. La enzima
procede de las glandulas faringeas de las abejas. Sin embargo, su idoneidad esta
bastante limitada por el gusto de su portador.

Un efecto del GOD en la masa es la oxidacién de la glucosa para formar &cido
glucénico con la ayuda del oxigeno atmosférico, pero la ligera acidificacion que se
produce en el proceso es negligible; su otro efecto es la transformacion del agua en
peréxido de hidrégeno (Fig. 7). Este agente oxidante actia sobre los grupos de tiol
del gluten, ya sea directamente o a través de varias vias de acceso, incluyendo la
formacion de enlaces de disulfuro y de este modo reforzando la proteina. El factor
limitador en este proceso es la disponibilidad de oxigeno. Junto a otras reacciones
quimicas que consumen oxigeno, la levadura necesita oxigeno antes de empezar la
fermentacion real, ya que inicialmente respira en lugar de fermentar. Esto significa
que las condiciones para GOD so6lo son buenas en la superficie de la masa cuando
hay mucho oxigeno disponible permanentemente.




Esta limitacién puede solucionarse con medidas técnicas durante la preparacion de
la masa, por ejemplo, la sobrepresion o el suministro de oxigeno adicional a través
de la herramienta de mezclado.

oD .
Glucosa + O, + H,O — Acido glucénico + H,0,
H,O
Dimero de
H,0, Acido ascorbic glutationes SH proteina  Proteina SH
Glutationes
oxidasa
H,0O Acido Glutationes Proteina-SS-Proteina
deshidroascorbico reducidos
H,O
Fig. 7. Reaccién de glucosa oxidasa y efectos probables
sobre los componentes de la masa

Enzimas lipoliticas

La lipasa es ahora otra enzima milagro subestimada durante mucho tiempo. La
enzima convierte los lipidos no polares en diglicéridos y monoglicéridos, es decir,
emulsificantes (Fig. 8). También existen lipidos polares en la harina de trigo, los
fosfolipidos y glicolipidos (Fig. 9), que pueden convertirse en lisoformas hidrofilicas
por medio de algunas lipasas o fosfolipasas especiales.

La formacioén in situ de emulsionantes produce un reforzamiento de la masa y un
rendimiento de volumen mayor, pero no una mejora del tiempo de caducidad. Esto
contrasta con el efecto de los mono- y diglicéridos que se afiaden a una formula de
pan. Debido a la interaccion con el almidén, pueden reducir la rapidez de
endurecimiento. Por otro lado, su efecto sobre el rendimiento de volumen es muy
limitado. Lo mas probable es que la accion de los emulsionantes formados
enziméticamente sobre el rendimiento de volumen sea pronunciada debido a que ya
estan situados en los lugares correctos de la masa para mejorar las propiedades de
las proteinas; pero para los efectos antiendurecimiento no se forma suficiente
emulsionante para interferir con la retrogradacion del almidon. Es interesante la
disputa de si las masas deben contener grasa adicional y, si es asi, qué tipo de
grasa, para que la lipasa funcione satisfactoriamente. Segun nuestras
averiguaciones, la grasa reduce la eficacia de la lipasa, probablemente ‘distrayendo’
la lipasa del ‘objetivo correcto’, es decir, los lipidos de la harina.

También existe el problema de una posible inhibicién del gusto debido a la liberacién
de los acidos grasos activos respecto al sabor, especialmente si hay implicada
mantequilla. En cualquier caso, existen ciertas aplicaciones en las que las lipasas se
usan considerablemente.



Moléculade grasa  Diglicérido  Acido graso | Total lipidos 1.280

Y e Lipidos no polares 457

s Lipidos polares 823

Acido Fosfatidos 250

graso Acido fosfatidilico 30

Fosfatidilglicerol 51

Fosfatidilcolina 27

Fosfatidiletanolamina trazas

Fosfatidilserina 15

_ Lisofosfatidilcolina 117

Acido Lisofosfatidiletanolamina 10

Glicerol YD Total galactolipidos 249

Otros lipidos polares 320
Fig. 8: Efecto de la lipasa sobre las |Fig. 9: Composicién media de
moléculas de grasa lipidos (mg/100 g) de la
harina de trigo (0,405 %

ceniza)

Pan al vapor

El pan al vapor chino se fabrica con frecuencia con harina de trigo de proteina baja o
media, dependiendo del tipo de pan al vapor. En ocasiones, el proceso de
preparacién es bastante similar al pan de molde estilo occidental, pero el producto
final se cura en una camara o cesto de vapor, no se cuece en un horno. Por lo tanto,
existen algunas diferencias en el aspecto. El pan al vapor es de color blanco y tiene
una superficie suave y brillante. Los tipos comunes de pan al vapor pesan 30 - 120 g
aprox., con formas de almohadilla o redondas (Fig. 10 y Fig. 11).

Fig. 10: Pan al vapor en forma de|Fig. 11: Pan al vapor redondo
almohadilla

Las enzimas como las amilasas o hemicelulasas mejoran el aspecto general del pan
al vapor. Algunos tipos de pan al vapor parecen ser ideales para las lipasas.
Especialmente después del amasado extensivo o de los procesos de fermentacion
largos, puede apreciarse un efecto espectacular sobre la estabilidad de la masa y el
rendimiento de volumen. En el ejemplo de la Fig. 12, el aumento de volumen fue de
un 70% neto. Debido a la fuerte dependencia de las condiciones de procesamiento,
este efecto no puede reproducirse en todos los métodos de preparacion de la masa.




Reference Tigerzym 01, 5 ppm

Tigerzym 01, 25 ppm Tigerzym 01, 50 ppm

Fig. 12: Efecto de un compuesto enzimatico que contiene lipasa (Tigerzym 01)
sobre el tamafo del pan al vapor. El rendimiento de volumen por 100 g
de harina fue de 300, 447, 477 y 512 mL, respectivamente (de arriba
izquiera a abajo derecha)

El desarrollo de la masa mediante su extension favorece el efecto beneficioso de la
lipasa. Esto se debe probablemente a una exposicibn mas extensa al oxigeno
atmosférico: la lipolisa expone los acidos grasos a la accion de la lipoxigenasa de
trigo que - en presencia de oxigeno suficiente - se convierte en hidroperoxidos, éstos
a su vez reaccionaran con los componentes de la harina. Ademas del reforzamiento
de la masa, se produce un efecto de blanqueo debido a la oxidacién de los
carotenoides de la harina. Dado que las lipasas son especificas para el tipo de acido
graso presente en los triglicéridos, no todas las lipasas son apropiadas para mejorar
el pan al vapor.

Pasta

El efecto de la lipasa también es visible en la pasta. Pastazym es un compuesto con
base de lipasa, pero también contiene una seleccién de otras enzimas. La lipasa es
responsable del efecto de abrillantamiento que se muestra en la Fig. 13 y de la
mayor parte del efecto de afirmacion que se muestra en la Fig. 14. Ambos efectos no
s6lo son detectables en el laboratorio con instrumentos sofisticados, sino también
por el consumidor (Fig. 15). Por supuesto, existen ciertas limitaciones. La pasta
fabricada con trigo durum sélo no puede mejorarse y el uso de huevos también
enmascara el efecto de las enzimas. La maxima eficacia se logra en la pasta
fabricada solo con trigo duro o blando. El efecto de blanqueo mostrado en la Fig. 13
y la Fig. 15 no siempre es necesario, ya que algunos consumidores prefieren la
pasta amarillenta. Sin embargo, en este caso puede ser Util también si se usa, por
ejemplo, una harina veteada o grisacea: la enzima reduce los veteados y el color
oscuro Yy, por lo tanto, proporciona un fondo brillante para los colorantes alimentarios
amarillos permitidos (Fig. 16).
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Fig. 15: Efecto de Pastazym sobre el|Fig. 16: Pasta sin cocer, sin tratar
color de la pasta fresca, sin (izquierda) y tratada con
cocer Pastazym + EMCEcolor BC (I3-

carotina)

Sustitucién del bromato potasico

Menos espectacular, pero probablemente incluso mas importante desde un punto de
vista global, es la sustitucion del bromato potasico en los procesos de fabricacion del
pan. Este mejorador del pan, muy eficiente y econdémico, esta siendo prohibido cada
vez en mas paises por motivos sanitarios.

Aparte de los agentes oxidantes alternativos, el uso de enzimas oxidantes fue un
enfoque muy prematuro para afrontar este desafio. Sorprendentemente, estas
enzimas demostraron ser de uso limitado. La amilasa, las xilanasas y actualmente
las lipasas demostraron ser mucho mas eficientes si se combinaban con agentes
oxidantes seguros como el acido ascorbico. Sin embargo, las oxidasas apoyan su
funcion. La Fig. 17 muestra una prueba prematura para sustituir el bromato en los
procesos de fabricacion del pan “rapida”. La Fig. 18 muestra la situacién técnica mas
avanzada, el efecto del compuesto enzimatico sustitutivo del bromato lider del
mercado, Alphamalt BX, que puede usarse también para procesos cortos y es mas
indicado para la fermentacién larga (3 — 24 h).



Fig. 17: Sustitucion del bromato en la masa
“rapida”. Bromco B50 = 50 % bromato
potésico; Alphamalt VC 5000 = fungal a-
amilasa con 5.000 SKB/g; Alphamalt BE
= compuesto enzimético; ELCO K-100 K
= 4cido ascorbico, 100 %; ELCO BE CS =
acido ascorbico revestido, 70 % é&cido
ascorbico.

Fig. 18: Sustitucion del

7 @ teomnata, 40 g Aphama BX
109 VC'S000

bromato potéasico en la
fermentacion larga.
Alphamalt VC 5000 =
fungal a-amilasa con
5,000 SKB/g; Alphamalt
BX = compuesto
enzimatico con
elementos oxidantes.




