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(57) Resumo: METODO PARA AUMENTAR NUM PRODUTO
COZIDO NO FORNO O NIVEL DE ARABINOXILANOS SOLUVEIS EM
AGUA, PRODUTO COZIDO NO FORNO, COMPOSICAO ADEQUADA
PARA A PREPARACAO DE UM PRODUTO COZIDO NO FORNO,
MASSA PARA UM PRODUTO COZIDO NO FORNO E UTILIZAGAO
DE UMA MASSA. A presente invengao refere-se a um método para
aumentar num produto cozido no forno, apés cozedura no forno, o
nivel de arabinoxilanos soluveis em &agua com um grau de
polimerizagdo médio na gama de 5 a 50, de um modo preferido, na
gama de 5 a 35, de um modo mais preferido na gama de 5 a 25,
compreendendo o referido método os passos de:- Preparagdo de uma
massa para um produto cozido no forno com farinha, uma mistura de
farinhas ou uma mistura de farinha(s) com frac¢gbées de moagem tendo
um teor total de arabinoxilanos de, pelo menos, 2,0%, de um modo
preferido, pelo menos, 2,5%, e - Adi¢do, a referida massa, de uma
preparagdo enzimatica compreendendo, pelo menos, uma
endoxilanase terméfila numa quantidade, pelo menos, 2 vezes maior,
de um modo preferido, pelo menos, 3 a 6 vezes maior ou até 10 vezes
maior do que a dose que confere 90% do aumento maximo do volume
do péo obtido por adicdo dessa preparagdo enzimatica e receita do
referido produto cozido no forno. Com vantagem com o referido
meétodo pode obter-se produtos cozidos no forno que tém um nivel de
arabinoxilano do tipo desejado de, pelo menos, 1,7%, de um modo
mais preferido pelo menos 1,75%, tal como pelo menos 1,8%, 1,9% ou
2,0%. A presente invengao refere-se ainda a produtos cozidos no forno
que podem ser obtidos por este método e a um melhorador e uma
massa que podem ser utilizados para a preparagéo desses produtos.
Os produtos cozidos no forno de acordo com a invengao, com
vantagem, tém beneficios melhorados para saude.
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“METODO PARA AUMENTAR NUM PRODUTO COZIDO NO FORNO O
NIVEL DE ARABINOXILANOS SOLUVEIS EM AGUA, PRODUTO
COZIDO NO FORNO, COMPOSICAO ADEQUADA PARA A
PREPARACAO DE UM PRODUTO COZIDO NO FORNO, MASSA PARA
UM PRODUTO COZIDO NO FORNO E UTILIZACAO DE UMA
MASSA” .

Campo da Invengao

A presente invencdo refere-se a métodos e meios para
aumentar o nivel de arabinoxilano oligossacaridos
soliveis em agua em produtos cozidos no forno,
envolvendo a utilizacdo de enzimas adicionadas
endogenamente na .receita, de modo a obter produtos
cozidos no forno com maiores vantagens para a saude.
Além disso, a presente invencdo refere-se a brodutos
cozidos no forno enriquecidos com arabinoxilano
oligossacaridos soluveis em agua.

Campo da Invengao

Os produtos de panificacdo e pastelaria sdo feitos a
base de cereais ou de fracgdes de cereais que sdao
moidos em farinha e misturados com levedura ou agente
levedante quimico, sal e a&agua como ingredientes
chave. Outros ingredientes, tais como acucar,
gordura, leite, oxidantes, emulsionantes e enzimas
podem ser adicionados para facilitar o processamento
e/ou para melhorar o sabor ou a estrutura do produto
cozido no forno e/ou o seu prazo de validade. O
processo pode ser dividido em trés operagdes
unitdrias bésicas i. e. i) mistura e formacdo de uma
massa visco-eldstica por amassadura, ii) levedacgdo da
massa através da acgdo de levedura ou agentes
levedantes gquimicos e iii) cozedura no forno
(Hoseney, 1994).

O arabinoxilano (AX), também designado pentosana, é
um dos principais constituintes dos graos de cereais,
ocorrendo em 5-10% do peso seco dos grdos de cereais.
O AX pode ser dividido em AX extraivel com agua (WE-

AX) e AX nao extraivel com agua (WU-AX), os quais tém
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uma estrutura semelhante mas diferem quanto ao nivel
de reticulacdo com outros polimeros naturais. Em
geral, os cereais consistem num esqueleto de residuos
D-xilopiranosilo (xilose) ligados beta-(1-4), alguns
dos quais estdo mono- ou dissubstituidos com residuos
alfa-L-arabinofuranosilo (arabinose) .. Além disso,
outros substituintes, tais como acido ferulico, acido
cumdrico, acido acético ou acido (metil) glucurédnico,
estdo acoplados a alguns dos residuos de xilose e/ou
arabinose de AX.

E reconhecida a importadncia do AX na producdo de
produtos de panificagdo e de pastelaria. Estima-se
que o AX de farinha de endospermas de trigo (cerca de
2% do peso seco da farinha) fixa 23% de toda a agua
de uma massa de farinha de trigo (Bushuk, 1966). A
adicdo de nivelis crescentes de WE-AX ou WU-AX aumenta
0 tempo de desenvolvimehto da massa e a consisténcia
da massa quando a absorcdo de é4gua ¢é mantida
constante. O aumento da consisténcia da massa é maior
para WU-AX do que para WE-AX, enquanto que o aumento
do tempo de desenvolvimento ¢é maior quando se
adiciona WE-AX (Michniewicz et al., 1991). Tanto WE-
AX como WU-AX aumentam a absorgdo de agua no
Farinégrafo (Michniewicz et al., 1991). A absorcgdo de
dgua no Farindégrafo também ¢é afectada pelo peso
molecular de AX. Para concentragdes de AX
semelhantes, fraccdes de AX de HMW (elevado peso
molecular) tém maior impacto nos valores da absorcado
de &gua no Farindgrafo do que fracgdes do AX de LMW
(baixo peso molecular) (Michniewicz et al., 1991;
Biliaderis et al., 1995; Courtin et al., 1998). A
adicdo de WE-AX a farinha de trigo aumenta o volume
do pdo enquanto que a adigdo de WU-AX o diminui
(Michniewicz et al., 1992; Courtin et al., 1999).

As endoxilanases hidrolisam as ligag¢des internas da
cadeia do AX, afectando, assim, a estrutura e

propriedades fisico-quimicas do AX. Os niveis Optimos
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do tipo certo de endoxilanases melhoram as
caracteristicas da massa e do p&o (McCleary, 1986;
Rouau et al., 1994) e algumas endoxilanases sdo por
isso actualmente comercializadas como agentes
melhoradores para produtos cozidos no forno. A adicao
de endoxilanases em doses Optimas durante a confeccéo
de pdo tem os seguintes efeitos desejaveis (Rouau et
al., 1994):

e malor viscosidade e elasticidade da massa;

e« maior volume do pdo depois de cozido;

¢ estrutura do mioclo mais mole (firmeza do miolo
reduzida) .

O efeito vantajoso da adigdo de endoxilanases na
confeccdo de pdo é devido a transformacdo de WU-AX em
AX solubilizado enzimaticamente (ES-AX, 1. e. uma
fraccdo de AX que se tornou extraivel com 4&gua
através da accgao de endoxilanases adicionadas
exogenamente sobre o WU-AX originalmente presente).
Explicacdes hipotéticas para o efeito causal de
niveis acrescidos de ES-AX ou niveis reduzidos de WU-
AX sobre o melhoramento descrito acima das
caracteristicas da massa e do pdo incluem as
seguintes (Rouau et al., 1994; Courtin e Delcour,
2002) :

e reducdo da capacidade de ligagdo de &gua do WU-AX,
resultando numa redistribuicdo de agua ligada
previamente em relagdo a outros componentes da massa,
tal como gluten, melhorando assim o desenvolvimento
da rede de glaten e, consequentemente, a
extensibilidade da massa;

e« reducdo dos niveis de WU-AX que destabilizam a
estrutura da massa porque podem formar barreiras
fisicas para a rede de gluten e podem perfurar
células de gas, resultando em coalescéncia e retengdo
de gas diminuida;

e viscosidade aumentada da fase aquosa da massa

devido a niveis mais altos de ES-AX, estabilizando
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assim as peliculas de &agua em células de gas durante
a fermentacdo da massa;

e abrandamento da taxa de difusdo de diéxido de
carbono para fora do sistema da massa devido a
resisténcia mecédnica melhorada ou permeabilidade a
gases reduzida das peliculas 1liquidas na massa,
resultando em maior retencdo de gases durante a
fermentacdo da massa, e aumentando assim o volume do
pdo apds a cozedura no forno.

Sumdrio da Invencgao

A presente invencdo proporciona um método para
aumentar num produto cozido no forno, apés a cozedura
no forno, o nivel de arabinoxilano soluvel em agua
com um grau de polimerizagdo médio na gama de 5 a 50,
de um modo preferido, na gama de 5 a 35, de um modo
mais preferido, na gama de 5 a 25, compreendendo o
referido método os passos de:

- Preparacdo de uma massa para um produto cozido no
forno com farinha ou uma mistura de farinhas com um
teor total de arabinoxilanos de, pelo menos, 2,5%
(p/p, % do peso seco), e

- Adicdo a referida massa de uma preparagao
enzimatica compreendendo, pelo menos, uma
endoxilanase terméfila numa quantidade, pelo menos, 2
vezes superior, de um modo preferido, pelo menos, 3 a
6 vezes superior ou até 10 vezes superior a dose que
confere 90% do aumento maximo do volume do pdo obtido
por adicdo dessa preparagdo enzimatica a receita do
referido produto cozido no forno.

A presente invengdo também proporciona um método para
aumentar, num produto cozido no forno, apds cozedura
no forno, o nivel de arabinoxilanos soluveis em agua
com um grau de polimerizac¢do médio na gama de 5 a 50,
de um modo preferido, na gama de 5 a 35, de um modo
mais preferido, na gama de 5 a 25, compreendendo o
referido método os passos de:

- Preparacdo de uma massa para um produto cozido no
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forno com uma mistura de uma ou mais fraccgdes de
moagem compreendendo, pelo menos, 40% (p/p), de um
modo preferido, pelo menos, 50%, de um modo mais
preferido, pelo menos, 60%, de um modo mais
preferido, pelo menos, 70% de farinha derivada de
trigo, tendo a referida mistura um teor total de
arabinoxilanos de, pelo menos, 2,5% (p/p, % do peso
seco), e

- Adigcdo a referida massa de uma preparacao
enzimatica compreendendo, pelo menos, uma
endoxilanase terméfila numa quantidade, pelo menos, 2
vezes maior, de um modo preferido, pelo menos, 3 a 6
vezes maior ou até 10 vezes maior do que a dose que
confere 90% do aumento maximo do volume do pao obtido
por adicdo dessa preparacdo enzimdtica a receita do
referido produto cozido no forno.

De um modo preferido, num método da inveng¢do, a massa
é preparada com uma mistura de uma ou mais fraccgdes
de moagem, tendo a referida mistura um teor total de
arabinoxilanos de, pelo menos, 2% (p/p, % do peso
seco) e, além da referida preparacdo enzimatica
compreendendo, pelo menos, uma endoxilanase
termdéfila, ainda, pelo menos, uma endoxilanase
altamente selectiva para WU-AX ¢é adicionada a
referida massa.

De um modo preferido, num método da invencdo, a
referida quantidade da referida endoxilanase
termé6fila é uma guantidade suficiente para
proporcionar no referido produto cozido no forno,
apbés cozedura no forno, um nivel dos referidos
arabinoxilanos soluveis em &agua de, pelo menos, 1,56
g/100 g de matéria seca até 7 g/1l00 g de matéria
seca, de um modo mais preferido de, pelo menos, 1,7
g/100 g de matéria seca até 7 g/100 g de matéria
seca, ainda de um modo mais preferido de, pelo menos,
1,8, 1,9, ou até 2,0 g/100 g de matéria seca até 7

g/100 g de matéria seca.
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De um modo preferido, num método da invengao, a
referida endoxilanase é uma endoxilanase termdéfila de
Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus aculeatus,
Thermomyces lanuginosus e/ou Thermotoga maritima, de
um modo mais preferido uma endoxilanase terméfila de
Trichoderma longibrachiatum, Thermomyces lanuginosus
e/ou Thermotoga maritima.

De um modo preferido, num método da invencdo, a
referida preparacdo enzimdtica compreende ainda, pelo
menos, uma endoxilanase altamente selectiva para WU-
AX.

A referida, pelo menos uma endoxilanase altamente
selectiva para WU-AX pode ser adicionada directamente
a massa.

De um modo preferido, num método da invencdo, a
referida preparacdo enzimatica compreende ainda, pelo
menos uma enzima seleccionada do grupo consistindo em
alfa-L- arabinofuranosidases, metil glucuronidases,
feruloil esterases, beta-glucanases e celulases.

A referida pelo menos uma enzima seleccionada do
grupo consistindo em alfa-L-arabinofuranosidases,
metil glucuronidases, feruloil esterases, beta-
glucanases e celulases pode ser adicionada
directamente a massa.

De um modo preferido, num método da invencdo, a
referida farinha é farinha de endospermas de trigo,
farinha de trigo integral ou uma mistura de farinha
de trigo integral e farinha de endospermas de trigo.
De um modo preferido, num método da invencdo, a
referida mistura de uma ou mais frac¢des de moagem
compreende ainda farelo a um nivel inferior a 25%
(p/p), de um modo mais preferido, a um nivel inferior
a 20% (p/p).

O referido farelo é de um modo preferido seleccionado
do grupo consistindo em farelo de trigo enriquecido
em aleurona, farelo de <centeio enriquecido em

aleurona, farelo de centeio, farelo de trigo, farelo
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de cevada, farelo de milho e/ou farelo de arroz, de
um modo mais preferido do grupo consistindo em trigo,
farelo de trigo enriquecido em aleurona, farelo de
centeio enriquecido em aleurona e/ou farelo de
centeio.

De um modo preferido, num método da invengdo, a
referida mistura de uma ou mais frac¢des de moagem
compreende ainda farinha derivada de um centeio a um
nivel inferior a 50% (p/p), de um modo mais preferido
inferior a 40% (p/p), ainda de um modo mais preferido
inferior a 30% (p/p).

A referida farinha derivada de centeio é de um modo
preferido farinha de endospermas de centeio, farinha
de centeio integral ou uma mistura de farinha de
centeio integral e farinha de endospermas de centeio.
De um modo preferido, num método da inveng¢do, a massa
é adicionalmente suplementada com um ingrediente
compreendendo arabinoxilanos soliveis em &agua com um
grau de polimerizacdo médio na gama de 5 a 50, de um
modo mais preferido na gama de 5 a 35, ainda de um
modo mais preferido na gama de 5 a 25.

A presente invencdo também proporciona um método para
aumentar num produto cozido no forno, apds cozedura
no forno, o nivel de arabinoxilanos soluveis em agua
com um grau de polimerizacdo médio na gama de 5 a 50,
de um modo preferido na gama de 5 a 35, de um modo
mais preferido na gama de 5 a 25, até um nivel
superior a 1,56 g/100 g, acima de 1,7 g/100 g de
matéria seca, acima de 1,75 g/100 g de matéria seca,
de um modo preferido até um nivel de, pelo menos, 1,9
g/100 g de matéria seca, compreendendo o referido
método os passos de:

- Preparagdo de uma massa para um produto cozido no
forno com uma mistura de uma ou mais fracc¢des de
moagem compreendendo, pelo menos, 40% (p/p), de um
modo preferido, pelo menos, 50%, de um modo mais

preferido, pelo menos, 60%, ainda de um modo mais
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preferido pelo menos 70% de farinha derivada de
trigo,

- Adicdo a referida massa de uma preparacao
enzimatica compreendendo, pelo menos, uma
endoxilanase, numa quantidade, pelo menos, 2 vezes
maior, de um modo preferido, pelo menos, 3 a 6 vezes
maior ou até 10 vezes maior do que a dose que confere
90% do aumento méximo do volume do pdo obtido por
adigcdo dessa preparagdao enzimdtica a receita do
referido produto cozido no forno, bem como um
ingrediente compreendendo, pelo menos, 8% (p/p%, em
relacdo ao teor total) de arabinoxilanos solaveis em
agua com um grau de polimerizacdo médio na gama de 5
a 50, de um modo preferido na gama de 5 a 35, de um
modo mais preferido na gama de 5 a 25.

De um modo preferido, num método da invencdo, a
referida endoxilanase é uma endoxilanase terméfila,
de um modo preferido é uma endoxilanase terméfila
Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus aculeatus,
Thermomyces lanuginosus e/ou Thermotoga maritima. de
um modo mais preferido, a referida endoxilanase. é uma
endoxilanase termé6fila Trichoderma longibrachiatum,
Thermomyces lanuginosus e/ou Thermotoga maritima.

Num método da invencdo, pelo menos uma endoxilanase
altamente selectiva para WU-AX pode estar
compreendida na referida preparag¢dao enzimatica ou
pode ser adicionada directamente a massa.

A presente 1invengdo também proporciona um produto
cozido no forno com um nivel de, pelo menos, 1,56
g/100 g de matéria seca, de um modo preferido 1,7
g/100 g de matéria seca, de um modo mais preferido,
pelo menos, 1,75 g/100 g de matéria seca e até 7
g/100 g de matéria seca de arabinoxilanos sollGveis em
agua com um grau de polimerizagdo médio na gama de 5
a 50, de um modo preferido na gama de 5 a 35, de um
modo mais preferido na gama de 5 a 25, sendo o

referido produto susceptivel de ser obtido por um
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método de acordo com a invencao.

de um modo preferido, o referido produto cozido no
forno compreende, pelo menos, uma endoxilanase
terméfila e o referido produto cozido no forno tem um
nivel de, pelo menos, 1,56 g/100 g de matéria seca,
pelo menos, 1,7 g/1l00 g de matéria seca e até 7
g/100 g de matéria seca, de arabinoxilano soluvel em
dgua com um DP médio na gama de 5 a 50, de um modo
preferido na gama de 5 a 35, ainda de um modo mais
preferido na gama de 5 a 25.

Num produto cozido no forno de acordo com a invencao,
a maior parte do referido arabinoxilano soluvel em
dgua pode ser derivada de arabinoxilano presente na
receita do produto cozido no forno.

De um modo preferido, num produto cozido no forno de
acordo com a inveng¢ao, a quantidade total do referido
arabinoxilano soluvel em agua é derivada de
arabinoxilano presente na receita do produto cozido
no forno.

A presente invencdo também proporciona uma composigao
adequada para a preparagdo de um produto cozido no
forno de acordo com a invencdo, compreendendo a
referida composicdo, pelo menos, uma endoxilanase
terméfila e compreendendo, ainda, pelo menos um, de
um modo preferido, pelo menos, 2 ingredientes

seleccionados do grupo consistindo em gluten, amido,

aditivos tais como emulsionantes (e.qg.
monoglicéridos, diglicéridos, ésteres do acido
diacetil tartarico de monoglicéridos (DATEM) ,
lactilatos de estearoilo, lecitina e outros
semelhantes), enzimas (e. g. Xilanases, alfa-

amilases, lipases, 6xido redutases, proteases),
compostos redutores (e. g. cisteina), compostos
oxidantes (e. g. A&cido ascérbico, azodicarbonamida e
bromato) hidrocoldéides e prebidticos (e. g.
galactooligossacaridos, arabinooligossacaridos,

xilooligossacaridos, frutooligossacéaridos, inulina,
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amido resistente, dextrinas resistentes,...).

A referida composicdao de acordo com a invengdo pode
ser utilizada como uma composicdo melhoradora, em
forma liquida ou pd ou wutilizada numa mistura
optimizada pronta a usar.

A referida composigdo pode ainda compreender pelo
menos uma enzima seleccionada do grupo consistindo em
alfa-L- arabinofuranosidases, metil glucuronidases,
feruloil &esterases, beta-glucanases, celulases e
endoxilanases altamente selectivas para WU-AX.

A presente invengdo também proporciona uma massa para
um produto cozido no forno, compreendendo uma mistura
de uma ou mais frac¢des de moagem compreendendo, pelo
menos, 40% (p/p), de um modo preferido, pelo menos,
50%, de um modo mais preferido pelo menos 60%, ainda
de um modo mais preferido, pelo menos, 70% de farinha
derivada de trigo, tendo a referida mistura um teor
total de arabinoxilanos de, pelo menos, 2,0% e de um
modo preferido, pelo menos, 2,5% (p/p) e
compreendendo a referida massa uma quantidade de,
pelo menos, uma endoxilanase termdéfila suficiente
para proporcionar, apdés cozedura no forno, um produto
cozido no forno com um nivel de arabinoxilanos
soluveis em A&gua com um grau de polimerizagdo médio
na gama de 5 a 50, de um modo preferido na gama de 5
a 35, de um modo mais preferido na gama de 5 a 25,
nivel esse que ¢é, pelo menos, igual, de um modo
preferido é maior do que 1,7 g/100 g de matéria
seca e até 7 g/100 g de matéria seca.

A massa de acordo com a inveng¢do pode ainda
compreender, pelo menos, uma enzima seleccionada do
grupo consistindo em alfa-L-arabinofuranosidases,
metil glucuronidases, feruloil esterases, beta-
glucanases, celulases e endoxilanases altamente
selectivas para WU-AX.

Numa massa de acordo com a invencdo, a referida

mistura de fracgdes de moagem pode ser uma COMO
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descrita num método da invencgdo.

A presente invengdao também proporciona um produto
cozido no forno preparado a partir de uma massa de
acordo com a invencgao.

A massa de acordo com a invencdo pode ser utilizada
para a preparacdo de um produto de panificagdo ou de
pastelaria com um nivel aumentado de arabinoxilanos
soluveis em agua tendo um grau de polimerizagdo médio
na gama de 5 a 50, de um modo preferido na gama de 5
a 35, de um modo mais preferido na gama de 5 a 25.

Descricdo da Invencao

O potencial de melhoramento do p&o das endoxilanases
estd relacionado com a sua proporcao de actividade
solubilizante de WU-AX para actividade de degradacgdo
de WE-AX e ES-AX e assim com a sua selectividade para
o substrato (Courtin et al., 1999, Courtin et al.,
2001). Na dosagem correcta, a adicdo de uma
endoxilanase com elevada selectividade para WU-AX
numa receita solubiliza WU-AX, aumenta a viscosidade
da fase aquosa da massa por formacdo de ES-AX e tem
um impacto vantajoso na retencdo de gés. As
endoxilanases que preferencialmente hidrolisam WE-AX
e ES-AX diminuem a viscosidade, resultando numa
estabilidade da massa diminuida e <coalescéncia
aumentada das células de gas e assim em volumes
inferiores dos pdes (Rouau et al., 1994; Hilhorst et
al., 1999; Courtin et al. 2001; Courtin e Delcour,
2002). Todas as endoxilanases comerciais utilizadas
como melhoradores de pdo até agora sdo portanto
enzimas com uma elevada selectividade para
solubilizacdo de WU-AX. N&o se recomenda a utilizacéao
em receitas de pdo enzimas endoxilanases que
hidrolisam preferencialmente WE-AX e ES-AX a
arabinoxilano oligossacaridos de baixo peso molecular
(AX0OS). Em geral, as endoxilanases da familia das
glicosido hidrolases (GH) 11 (classificagdo de acordo
com http://afmb.cnrs-mrs. fr/CAZY/) tém uma
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selectividade elevada para WU-AX, enquanto que as
endoxilanases da GH10 (classificacdo de acordo com
http://afmb.cnrs-mrs. fr/CAZY/) hidrolisam
preferencialmente WE-AX e arabinoxilano solubilizado,
mas tém pouco efeito sobre WU-AX (Moers et al.,
2005) .

A par da selectividade das endoxilanases, também a
dose' desempenha um papel importante. Com niveis
excessivos de endoxilanase, uma dgrande fracgao da
agua que estd normalmente imobilizada por AX (23% da
dgua da massa total) é libertada e ja ndo pode ser
incorporada na massa. A massa fica entdo muito humida
e pegajosa durante a fermentacdo e levedacdo e tende
a cair por cima das bordas das formas. Os pdaes
resultantes tém miolo e crosta quebradicas, e
evidenciam um colapso das células de ar (McCleary
1986) . Estes efeitos estdo relacionados com a
solubilizagdo excessiva de WU-AX e a degradagdo de
ES-AX e WE-AX a AX0OS de baixo peso molecular. O
efeito pode ser parcialmente ultrapassado por
abaixamento do teor de &gua da massa (Rouau e Moreau,
1993; Rouau et al., 1994; Courtin et al., 2001). Por -
exemplo, Courtin et al. (2001) produziram pdes
brancos de farinha de trigo com doses elevadas de
endoxilanase de Bacillus subtilis ou endoxilanase de
Aspergillus aculeatus. Embora possam ser feitos pdes
com estrutura aceitdavel com os niveis altos de
endoxilanases, isto s era possivel por abaixamento
do teor de &gua na massa em relagdo a uma receita
isenta de endoxilanase, e mesmo assim as massas com
doses elevadas de endoxilanase de Aspergillus
aculeatus tinham uma processabilidade muito fraca. O
abaixamento do teor de &gua em receitas de massa é
tecnicamente ndo desejado uma vez dque pode levar a
hidratacdo prejudicada dos constituintes da farinha
no inicio da amassadura e comercialmente nédo é

desejado pelo padeiro uma vez que os pdes resultante
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vdo ficar mais secos e por 1isso é necessaria mais
farinha por kg de pdo. A adicdo de hidrocoldides é

outra forma de ultrapassar o efeito negativo da

excessiva libertacdo de &gqua (McCleary, 1986). Esta
é, contudo, uma solucéao cara e por isso
comercialmente nao é atraente. Portanto, a

sobredosagem de endoxilanases acima da dose O6ptima
ndo é recomendada na técnica. Por exemplo a
Novozymes, um produtor comercial de enzimas para
panificacdo recomenda as seguintes doses para oOs
seguintes produtos para melhoramento de pdo contendo
endoxilanases: Pentopan Mono BG, 20-120 mg/kg de
farinha; Pentopan Plus BG, 30-70 mg/kg de farinha;
Pentopan 500 BG, 20-180 mg/kg de farinha. Além disso,
estd explicitamente mencionado que "a sobredosagem
resulta em adesividade da massa" (Novozymes, Cereal
Food Application Sheet. Dough Conditioning. 2003~
33195-04). Conclui-se portanto que a técnica anterior
ndo apresenta recomenda¢des para utilizagdo de doses
elevadas de endoxilanases para o fabrico de péo.

Ndo sbé6 a dose e a selectividade das endoxilanases,
mas também o perfil de temperaturas das endoxinalases
desempenha um papel. E geralmente aceite que uma
endoxilanase para aplicac¢des na producdo de pao deve
ter a sua actividade principal durante a fase de
amassadura da massa para desempenho tecnoldgico
6ptimo (Qi Si et al., 1993). Desta forma o impacto
negativo de WU-AX no desenvolvimento de gluten
durante a amassadura ¢é minimizado e obtém-se uma
distribuicdo oéptima de ES-AX sobre a massa (Courtin e
Delcour, 2002). Isto implica que as endoxilanases
mesdfilas, i. e. endoxilanases que tém a sua
temperatura O¢éptima a «cerca de 40 °C, sdo as
endoxilanases preferidas para utilizagcdo no fabrico
de pdo. A maioria as endoxilanases comerciais para o
fabrico de pd@o pertencem a esta classe de enzimas. As

endoxilanases termé6filas, endoxilanases que séo
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estdveis e podem funcionar de forma Optima a
temperaturas de ou acima de 65 °C e sdo sub-6ptimas
em actividade as temperaturas de amassadura da massa
que variam entre 20 °C e 30 °C sdo, por razdes de
eficacia, ndo as endoxilanases ©preferidas para
utilizacdo no fabrico de péao.

Os prebidéticos sdo ingredientes alimentares que ndo
podem ser digeridos por enzimas hospedeiras do tracto
gastrointestinal superior e que afectam com vantagem
o hospedeiro estimulando selectivamente o crescimento
e/ou actividade de um numero limitado de bactérias
benéficas, tais como Bifidobacteria e Lactqbacilli,
na parte inferior do tracto gastrointestinal (Gibson
e Roberfroid, 1995). Os beneficios para a saude
atribuidos a ©prebidéticos incluem solubilidade e
biodisponibilidade aumentadas dos minerais calcio e
magnésio, supressdao de bactérias potencialmente
patogénicas no célon, niveis reduzidos de
triglicéridos no sangue, estimulacdao da resposta de
saciedade e risco reduzido de cancro do cdélon
(Macfarlane et al., 2006; Delzenne et al., 2007).
Demonstrou-se que AXOS (arabinoxilano
oligossacaridos) com um grau de polimerizagdo (DP)
médio de 3-4 tém propriedades prebidticas (Yamada et
al., 1993). Experiéncias descritas no documento
W02006/002495 proporcionaram provas de que AXOS com
um DP médio intermédio na gama de 5 a 50 tém melhores
propriedades prebidticas do que AXOS com um DP médio
inferior ou superior. A adicdo dessas preparagdes de
AXOS a dieta causa um aumento significativo do numero
de Bifidobacteria presentes no ceco de frangos, ceco
de ratos e fezes de humanos. Em humanos, os efeitos
fisiolégicos desejados, tais como a reducdo da
excrecdo de amoniaco através da urina e a excrecgao
aumentada através das vezes, sdo observados a doses
de 2,21 g/dia ou ainda menores (documento
W02006/002495) .
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O problema técnico colocado era desenvolver produtos
cozidos no forno com um elevado teor de AXOS soluveis
em Agua com um DP médio entre 5 e 50 por hidrdélise
mediada por enzimas de WU-AX, enquanto se mantém
processabilidade aceitédvel e estrutura do produto
sabendo-se que ambos sao afectados negativamente por
hidrélise excessiva de WU-AX.

Os AXOS (arabinoxilano oligossaca&ridos) podem ser
produzidos por accao de endoxilanases sobre
arabinoxilanos (AX), como os AX de cereais presentes
nos ingredientes do pao e de produtos de pastelaria
(produtos cozido no forno). A produgdo de AXOS
através da acgcdo de endoxilanases sobre AX j& ocorre
numa extensdo limitada durante o fabrico comercial
actual de pdo e produtos de pastelaria (produtos
cozidos no forno), quando se adiciona endoxilanases
durante o passo de mistura. Contudo, devido as doses
baixas de endoxilanases utilizadas no fabrico
comercial de p&o e produtos de pastelaria, os niveis
de AXOS nos pdes e produtos de pastelaria correntes
ndo sdo suficientemente elevados para exercer efeitos
prebidticos vantajosos por ingestdo de uma porgdo
normal desse produto e, além disso, o DP médio &
excessivamente elevado para que os AXOS possam
exercer o seu efeito prebidtico éptimo.

Para assegurar os efeitos vantajosos descritos no
documento WO2006/002495, o consumo didrio de AXOS com
um DP médio entre 5 e 50 deve ser pelo menos 2,21 g.
O objectivo era desenvolver um método de fabrico de
pdo que permitisse proporcionar 2,21 g de AXOS
através de wuma porgdo de pdo correspondente ao
consumo didrio médio de pdo. Na Bélgica o consumo
didrio médio de pdo & 193 g por dia (Euromonitor,
extraido da base de dados em 12/12/2006;
Www.euromonitor.com), que corresponde a 126 g de
matéria seca do pdo por dia a um teor médio de

matéria seca (DM) de 65,5%. Assim, para administrar
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através de um novo tipo de pdo promotor da saude a
toma didria alvo de 2,21 de AXOS com um DP médio de 5
a 50, o nivel desses AXOS nesse pao deve com vantagem
ser, pelo menos, 1,7 g/100 g de DM.

A técnica ndo proporciona métodos para a produgdo de
produtos cozidos no forno contendo AXOS soluveis em
dgua com um DP médio entre 5 e 50 a niveis iguais e,
de um modo preferido, superiores a 1,56 ou 1,6 g/100
g de DM, com vantagem iguais a e, de um modo
preferido, superiores a 1,7 g/100 g de DM através da
adicdo de endoxilanases a receita.

A invencdo proporciona métodos e meios que permitem a
producdo de produtos cozidos no forno com, apds
cozedura no forno, um nivel de AX sollveis em &gua
com um DP médio na gama de 5 a 50, de um modo
preferido, de 5 a 35, ainda de um modo mais preferido
de 5 a 25, de, pelo menos, 1,56, 1,6 g/100 g de
matéria seca (DM), com vantagem, pelo menos, 1,7
g/100 g de matéria seca (DM) como por exemplo 1,75
g/100 g de DM, 1,8 g/100 g de DM, 1,9 g/100 g de DM
ou 2,0 g/100 g de DM e até 7 g/100 g de matéria seca.
Os métodos e meios da invengdo utilizam a adigdo de
doses elevadas de endoxilanases.

Os métodos da invencdo com vantagem utilizam a adigdao
de doses elevadas de endoxilanases terméfilas. A
combinacdo da dosagem elevada e endoxilanases
terméfilas permite obter elevados niveis de AXOS, sem
comprometer a processabilidade . de produtos
intermedidrios ou a gualidade tecnoldgica do produto
final. Sem pretender ficar limitado pela teoria, cré-
se que por utilizagdo de endoxilanases termdéfilas em
vez de endoxilanases meséfilas, a actividade
xilanolitica necessaria para produzir AXO0S é
deslocada, pelo menos em parte, da fase de amassadura
e levedacdo para a fase de cozedura no forno,
permitindo assim a utilizacdo de doses mais elevadas

sem incorrer nos efeitos negativos de actividade de
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xilanase supra-doptima na massa e estrutura do pao
devido & 1libertacdo excessiva de &gua ligada a AX
durante a amassadura e levedacao.

O termo '"produto cozido no forno" refere-se no
contexto da presente 1invengdo a um produto néao
levedado, levedado com levedura ou levedado
guimicamente e cozido no forno <cujo principal
ingrediente é farinha derivada de grdos de cereais, e
que também pode conter gordura ou sucedaneo de
gordura, acgucar, ovos, gluten, amido, hidrocoldides,
enzimas, emulsionantes, compostos oxidantes ou
redutores, compostos prebidéticos e/ou um melhorador.
O termo "melhorador" ¢é um conceito bem conhecido
entre padeiros e refere-se no contexto da presente

invencéao a uma mistura de, pelo menos, dois

ingredientes activos tais como enzimas,
emulsionantes, compostos oxidantes, compostos
redutores e compostos prebidticos (e. g-
galactooligossacaridos, frutooligossacaridos,

xilooligossacaridos, arabinoxilano oligossacaridos,
amido resistente, dextrina resistente, ...) que sdo
misturados com Os ingredientes habituais para
produzir os produtos cozidos no forno. O melhorador
normalmente contém uma substdncia veiculo a par dos
ingredientes activos. Estas substancias veiculo podem
ser farinha de trigo, farinha de soja, farinha de
milho, amido ou outro produto de qualidade alimentar
no que se refere a melhoradores em forma de pd. Para
melhoradores 1ligquidos o veiculo pode ser oOleo ou
dgua. Também ¢é comum em melhoradores liquidos
adicionar polissacdridos de origem microbiana ou
vegetal para estabilizar o melhorador liquido.

Exemplos de produtos cozidos no forno incluem, sem
limitacgado, pao, pdo chato, baguete, pdo para
torradas, pdo de forma, ciabatta, pao de pizza, pé&o
de pita, paes para hamburgueres, brioches, bolas de

pdo com crosta, bolas de pdo enfarinhadas, bolo, pao
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de 16, bolo de gengibre, massa folhada, pao de leite,
massa de tarte e biscoitos.

O termo "grao", no contexto da presente invencgao,
refere-se a semente de uma planta, tal como mas nao
limitada a cereais, com ou sem restos do fruto e com
ou sem os restos da flor.

O termo "cereal", no contexto da presente invencgao,
refere-se a plantas da familia boténica das Poaceae,
incluindo mas ndo limitadas a espécies tais como
trigo, cevada, aveia, espelta, centeio, sorgo, milho,
e arroz.

O termo "fraccdo de moagem", no contexto da presente
invencao, refere-se a todas ou parte das fracgdes
resultantes da reducdo mecdnica do tamanho dos graos,
por meio de, como exemplos mas ndo limitado a, corte,
compressdo, esmagamento, quebra ou moagem, com ou sem
fraccionamento, por meio de, como exemplos mas nao
limitado a, crivagem, triagem, peneiracdo, sopragem,
aspiracdo, peneiracdo centrifuga, peneiragdo com
vento, separacdo electrostatica, ou separagao por
campo eléctrico.

O termo "farelo" no contexto da presente invencao,
significa uma fraccdo de moagem de um grao
enriquecido em qualquer ou todos os tecidos a ser
seleccionados de aleurona, pericarpo, sépalas,
pétalas e tegumento, em comparagao com o)
correspondente grdo intacto. O farelo utilizado nesta
invencdo também pode ser extrudido ou formado em
pastilhas, seguido por moagem ou outra forma de
homogeneizagdo fisica.

O termo "farinha" refere-se no contexto da presente
invencdo a um produto seco semelhante a pd produzido
por moagem de grdos de cerealis ou fracgdes de graos.
O termo "farinha de endospermas" refere-se no
contexto da presente invengdo, a um pd obtido por
moagem de grdos de cerealis apds remocgdo de parte de

todo o farelo ou fracgdes de gérmen e contém assim a
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maioria da fraccao de endospermas do grdo. A farinha
de endospermas tipicamente tem um teor de minerais
(teor de cinzas) entre 0,3% e 1,4% (p/p em DM),
determinado por pesagem da massa de cinzas
remanescentes apds incineragdo de uma amostra numa
mufla a temperaturas tipicamente entre 550 °C e 900
°C.

O termo "farinha integral", no contexto da presente
invencdo, refere-se a um pd obtido por moagem de
grdos de cereal com ou sem remocdo das sépalas e
pétalas, com ou remogdo de parte da camada de
pericarpo externa e com ou sem remogdo do gérmen. A
farinha integral tipicamente tem um teor de minerais
(teor de cinzas) superior a 1,4% (p/p de DM),
determinado por pesagem das cinzas que permanecem
depois de uma amostra ser incinerada numa mufla a
temperaturas tipicamente entre 550 °C e 900 °C.

No contexto da presente invencdo e} termo
"endoxilanase" refere-se a uma enzima que €& capaz de
hidrolisar ligacdes glicosidicas internas que ligam
residuos de xilose em polissacaridos contendo xilose.
Essas ligacdes glicosidicas podem ser por exemplo a
ligacdo Dbeta-1,4-glicosidica em unidades beta-D-
xilopiranosil-1,4-beta-D-xilopiranosilo desses
polissacaridos. As endoxilanases podem ser
provenientes de uma variedade de organismos,
incluindo espécies de plantas, fungos (e. g. espécies
de Aspergillus, Penicillium, Disporotrichum,
Neurospora, Fusarium, Humicola, Trichoderma) ou
espécies bacterianas (e. g. espécies de Bacillus,
Aeromonas, Streptomyces, Nocardiopsis, Thermomyces,
Thermotoga) (ver por exemplo documentos W092/17573,
W092/01793, W091/19782, WO094/21785). Preparacdes de
endoxilanases purificadas ou parcialmente purificadas
disponiveis comercialmente incluem Frimase™ B210
(Puratos), Shearzyme™ (Novozymes), Biofeed Wheat™

(Novozymes), Pentopan™ Mono BG (Novozymes), Pentopan™
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500 BG (Novozymes), Pulpzyme™ (Novozymes), Ecopulp™
(AB Enzymes), Veron™ 191 (AB Enzymes), Veron™ Special
(AB Enzymes), Multifect™ Xylanase (Genencor/Danisco),
Multifect™ 720 (Genencor/Danisco), Spezyme™  CP
(Genencor/Danisco), Grindamyl™ H640 (Danisco) e
Grindamyl™ Powerbake™ (Danisco).

O termo "dose elevada" no contexto da presente
invengdo refere-se a uma dose para além,
frequentemente muito para além da dose que seria
tipicamente utilizada para aumentar o volume do pao.
No contexto da invencdo uma preparacdo enzimatica
compreendendo, pelo menos, uma endoxilanase é, com
vantagem, adicionada a receita (de um produto cozido
no forno) numa dose que é, pelo menos, 2 vezes maior,
e. g., pelo menos, 2,5 vezes maior, de um modo
preferido, pelo menos, 3 a 6 vezes maior ou até 10
vezes mailor do que a dose que confere 90% do aumento
maximo do volume do pdo obtido por adigcdo dessa
preparacdo enzimdtica a receita do referido produto
cozido no forno.

No contexto da presente invencdo as endoxilanases, ou
a preparacdo enzimatica compreendendo, pelo menos,
uma endoxilanase sao, de um modo preferido,
adicionadas numa quantidade tal que o nivel de
arabinoxilanos soluveis em &gua (S-AX) com um grau de
polimerizagcdo médio (avDP) na gama de 5 a 50, de um
modo preferido de 5 a 35, ainda de um modo mais
preferido de 5 a 25, nos produtos cozidos no forno,
ap6s cozedura no forno, é, pelo menos, 1,56 g/100 g
de matéria seca (DM), de um modo preferido, pelo
menos, 1,6 g/100 g de DM, ainda de um modo
mais preferido pelo menos, 1,7 g/100 g de DM, por
exemplo, pelo menos, 1,75 g/100 g de DM, pelo menos,
1,8 g/100 g de DM, pelo menos, 1,9 g/100 g de DM, ou
pelo menos, 2,0 g/100 g de DM, até 7 g/100 g de DM.
Esta quantidade também é referida como a "quantidade

suficiente”™ ou como a "quantidade suficientemente
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eficaz".
0 termo "endoxilanase terméfila” refere-se no
contexto da presente invengao a uma enzima

endoxilanase cuja temperatura O6ptima para actividade
é, pelo menos, 65 °C, tal como entre 65 °C e 70 °C ou
tal como entre 70 °C e 80 °C ou tal como entre 80 °C
e 100 °C.

Descricdo Pormenorizada da Invengado

A presente invencgdo refere-se a métodos e meios para
aumentar o nivel de arabinoxilano oligossacaridos
soluveis em &gua em produtos cozidos no forno.

Um primeiro aspecto da invengdo refere-se a um meétodo
para aumentar num produto cozido no forno, com
vantagem apdés a cozedura no forno, o ou os niveis de
arabinoxilanos soluveis em &gua (S-AX) com um grau de
polimerizacdo médio (avDP) na gama de 5 a 50, de um
modo preferido de 5 a 35, de um modo mais preferido
de 5 a 25 (referidos como "S-AX ou arabinoxilanos do
tipo desejado"), por utilizagdo de uma dose elevada
de endoxilanases adicionadas exogenamente. Estas
endoxilanases com vantagem sdo adicionadas a receita
de um produto cozido no forno, onde exercem oO seu
efeito solubilizante sobre os WU-AX presentes na
receita e podem hidrolisar arabinoxilanos soluveis em
agua (S-AX).

As endoxilanases (a preparagao enzimatica
compreendendo, pelo menos, uma endoxilanase) sao
adicionadas a receita de um produto cozido no forno,
com vantagem sdo adicionadas a massa desse produto,
preferencialmente s&o adicionadas durante o passo de
mistura (id est sdo misturados com a farinha, é&gua e
outros ingredientes da massa).

A requerente verificou que com vantagem a massa ¢é
preparada com uma farinha, uma mistura de farinhas ou
uma mistura de farinha(s) e fracg¢des de moagem, tendo
essa farinha ou essa mistura um teor de

arabinoxilanos totais de, pelo menos, 2,0%, de um
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modo mais preferido, pelo menos, 2,5% (p/p, % do peso
seco). Abaixo de 2% e entre 2,0% e 2,5% a quantidade
de arabinoxilanos na farinha, a mistura de farinhas
ou mistura de farinha(s) e fracc¢cdes de moagem pode
ser excessivamente baixa para produzir o nivel
desejado de arabinoxilanos soluveis em agua (S-AX) do
tipo desejado.

Para sua surpresa a requerente constatou gque por
adicdo a essa massa de uma dose suficientemente
elevada de uma preparagdo enzimatica compreendendo,
pelo menos uma endoxilanase, de um modo preferido
compreendendo, pelo menos, uma endoxilanase
terméfila, produtos cozidos no forno (e. g. pao) com
propriedades de promocdo da saude, exercendo efeitos
prebidéticos com base num consumo diario médio, sé&o
fdceis de obter e isto sem comprometer a qualidade do
produto. .

O efeito de promogdo da saude pode incluir um ou mais
dos seguintes efeitos: niveis aumentados de bactérias
fermentadoras de hidratos de carbono no cdlon, niveis
aumentados de bactérias do género Bifidobacterium no
célon, niveis reduzidos de bactérias fermentadoras de
proteinas no cdélon, absorgdo aumentada de minerais no
cbdlon, niveis reduzidos de triglicéridos e/ou
colesterol LDL no plasma sanguineo, sensagdo de
saciedade aumentada, efeito antidiabético e risco
reduzido de cancro do cdélon.

Consequentemente, uma forma de realizacgdo da presente
invencdo refere-se a um método para aumentar num
produto cozido no forno, com vantagem apés cozedura
no forno, o nivel de arabinoxilanos soluveis em agua
(S-AX) com um grau de polimerizagdo médio (avDP) na
gama de 5 a 50, de um modo preferido de 5 a 35, ainda
de um modo mais preferido de 5 a 25, de um modo
preferido a um nivel de, pelo menos, 1,56%, pelo
menos, 1,6%, de um modo mais preferido, pelo menos,

1,7%, compreendendo o referido método os passos de:
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- Preparacdo de uma massa para um produto cozido no
forno com uma farinha, com uma mistura de farinhas ou
com uma mistura de farinha(s) e fracg¢des de moagem
tendo um teor total de arabinoxilanos de, pelo menos,
2,0%, de um modo mais preferido pelo menos 2,5%, e.
g. tendo um teor total de arabinoxilanos entre 2,0% e
25%, de um modo preferido entre 2,5% e 8%, de um modo
mais preferido entre 3% e 8%, ainda de um modo mais
preferido entre 3% e 6%, e

- Adicdo a referida massa de uma composigao
enzimatica compreendendo, pelo menos, uma
endoxilanase (id est uma ou mais endoxilanases) -
endoxilanase essa que de um modo preferido é uma
endoxilanase termdéfila - numa quantidade, pelo menos,
2 vezes maior, pelo menos, 2,5 vezes maior, de um
modo preferido, pelo menos, 3 a 6 vezes maior ou
ainda 10 vezes maior do que a dose que confere 90% do
aumento méaximo do volume do pdo obtido por adigéo
dessa preparagdo enzimatica a receita do referido
produto cozido no forno.

Quando o teor de arabinoxilanos totais esta entre 2%
e 2,5%, pode ser vantajoso combinar uma endoxilanase
terméfila (ou uma preparagao enzimatica
compreendendo, pelo menos uma endoxilanase terméfila)
com, pelo menos, uma endoxilanase altamente selectiva
para WU-AX (e. g. uma endoxilanase meséfila GHI1),
terméfila ou ndo. Ambos os tipos de enzimas podem ser
adicionados separadamente ou podem ser combinados
numa € na mesma preparacado enzimatica.

De um modo preferido os produtos cozidos no forno,
ap6és cozedura no forno, tém um nivel de, pelo menos,
1,56% (p/p, g/100 g de DM), pelo menos, 1,6%, de um
modo mais preferido, pelo menos, 1,7% de S-AX com um
avDP na gama de 5 a 50, de um modo preferido, de 5 a
35, ainda de um modo mais preferido de 5 a 25.

De um modo preferido, a razdo A/X do S-AX estd entre

0,2 e 0,9, de um modo mais preferido entre 0,3 e 0,7,
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tal como entre 0,4 e 0,6.

Consequentemente, uma forma de realizagdo da presente
invencdo diz respeito a um método para aumentar num
produto cozido no forno, com vantagem apés cozedura
no forno, o nivel de S-AX com um avDP na gama de 5 a
50, de um modo preferido, de 5 a 35, ainda de um modo
mais preferido de 5 a 25, compreendendo o referido
método os passos de:

- Preparacdo de uma massa para um produto cozido no
forno com uma farinha, com uma mistura de farinhas ou
com uma mistura de farinha(s) e frac¢des de moagem
tendo um teor total de arabinoxilanos de, pelo menos,
2,5%, e. g. tendo um teor total de arabinoxilanos
entre 2,5% e 25%, de um modo preferido entre 2,5% e
8%, de um modo mais preferido entre 3% e 8%, ainda de
um modo mais preferido entre 3% e 6%, e

- Adicdo a referida massa de uma preparacao
enzimatica compreendendo, pelo menos, uma
endoxilanase (id est uma ou mais endoxilanases) -
endoxilanase essa que de um modo preferido é uma
endoxilanase termdéfila - numa quantidade suficiente
para proporcionar no referido produto cozido no
forno, apds cozedura no forno, um nivel de, pelo
menos, 1,56% (p/p, g/100 g de DM), pelo menos 1,6%,
de um modo mais preferido, pelo menos, 1,7% de S-AX
com um avDP na gama de 5 a 50, de um modo preferido
de 5 a 35, ainda de um modo mais preferido de 5 a 25.
De um modo mais preferido, as endoxilanases sao
adicionadas numa quantidade para se obter apds
cozedura no forno um nivel de S-AX do tipo desejado
que excede 1,56% e. g. é igual a ou maior do que
1,6%, é igual a ou superior a 1,7%, e. g. é igual a
ou maior do que 1,75%, igual a superior a 1,8%, igual
a ou superior a 1,9%, igual a superior a 2,0%, e até
7%.

De um modo preferido, uma massa é preparada com

farinha (eventualmente uma mistura de farinhas ou uma
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mistura de farinha(s) e fraccde(s) de moagem de que,
pelo menos, 40% (p/p), de um modo preferido, pelo
menos, 50%, de um modo mais preferido, pelo menos,
60%, ainda de um modo mais preferido, pelo menos, 70%
é derivada de trigo.

Quando se wutiliza uma farinha de endospermas de
trigo, ¢é recomendado adicionar uma quantidade minima
de farinha integral ou uma fracg¢ao de moagem, caso em
que a fracgdo de moagem é de um modo preferido
farelo, ainda de um modo mais preferido farelo de um
cereal, e. g., pelo menos, 5% (p/p), para levar o
teor total de arabinoxilanos da{(s) farinha(s) a um
nivel de, pelo menos, 2,0%, de um modo preferido,
pelo menos, 2,5%, e. g. a um nivel entre 2,0% e 25%,
de um modo preferido, entre 2,5 e 8%, de um modo mais
preferido entre 3% e 8%, ainda de um modo mais
preferido, entre 3% e 6%.

Também se pode utilizar as seguintes: misturas de
farinha de trigo e farinha de endospermas de centeio
e misturas de farinha de trigo e farinha de centeio
integral.

Também se pode utilizar misturas consistindo em
farinha derivada de trigo, farinha derivada de
centeio e farelo de um cereal ou de ndo cereal.

Foram obtidos excelentes resultados com uma farinha
de (100%) trigo integral.

Também foram obtidos excelentes resultados com
misturas de farinha de endospermas e farelo de trigo
numa proporgdo de 95:5 (p/p) a 75:25 (p/p),
e. g. 95:5, 90:10, 85:15 ou 80:20 (p/p).

Foram obtidos excelentes resultados com farelo de
trigo enriquecido em aleurona como farelo (ver Tabela
3) e com farelo de centeio ou farelo de centeio
enriquecido em aleurona (ver Tabela 5).
Também sdo possiveis os seguintes tipos de farelo:
farelo de trigo, farelo de cevada, farelo de arroz,

farelo de milho (também chamado cascas de milho ou
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palha de milho), farelo de psilio (também chamado
cascas de psilio), farelo de algoddo (também chamado
cascas de sementes de algodoeiro). O farelo utilizado
nesta invencgdo também pode ser extrudido ou formado
em pastilhas, seguido por moagem ou outra forma
fisica de homogeneizacdao.

As endoxilanases terméfilas e em particular
endoxilanases terméfilas GH11 demonstraram ser
altamente adequadas para solubilizar AX de farelo e
gerar © tipo desejado de arabinoxilano. Se se
utilizar uma endoxilanase termdéfila da familia GHI1O0
(e. g. XAA), pode ser vantajoso utilizar além dela
pelo menos uma outra endoxilanase, quer seja
terméfila ou ndo, que é altamente selectiva para WU-
AX (e. g. uma endoxilanase mesdéfila GH1l ou uma
endoxilanase mesdéfila especifica de WU-AX).

Foram também obtidos ainda excelentes resultados com
misturas de farinhas compreendendo para mais de 75%
(p/p) de farinha derivada de trigo e farinha derivada
de centeio numa proporcado de 90:10 (p/p) a 50:50
(p/pP), e. g. 90:10, 80:20, 75:25, 70:30  ou
60:40 (p/p). Quando a proporgdo de farinha derivada
de trigo para farinha derivada de centeio é inferior
a 40:60 e o avDP do S-AX do produto cozido no forno é
reduzido abaixo de 50 pela adigdo de endoxilanases,
entdo a textura e qualidade sensorial do produto
cozido no forno é afectada de forma desvantajosa.
Mais uma vez, endoxilanases terméfilas/uma preparagdo
enzimatica compreendendo, pelo menos, uma
endoxilanase terméfila demonstrou ser altamente
adequada para produzir quantidades elevadas do tipo
desejado de arabinoxilano. A endoxilanase terméfila
é, de um modo preferido, da familia GH1l, mas também
pode ser da familia GH10 (ou qualquer outra familia).
Também foram obtidos excelentes resultados com
misturas de farinha compreendendo para mais de 75%

(p/p) de farinha derivada de trigo, farinha derivada
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de centeio e farelo de centeio, em que a proporcao da
soma de farinhas derivadas de trigo e centeio para
farelo estd entre 95:5 (p/p) e 75:5 (p/p), e. g.
95:5, 90:10, 85:15 ou 80:20 (p/p) e a proporgao de

farinha derivada de trigo para farinha derivada de

centeio estd entre 95:5 (p/p) e 50:50 (p/p, e. g.
95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 75:25, 70:30 ou 60:40
(p/p) . De novo, endoxilanases terméfilas/uma

preparagdo enzimdtica compreendendo, pelo menos, uma
endoxilanase termdéfila demonstraram ser altamente
adequadas para produzir grandes quantidades do tipo
desejado de arabinoxilano. A endoxilanase termdfila,
é, de um modo preferido, da familia GH1l, mas também
pode ser da familia GH10 (ou de qualquer outra
familia).

De um modo preferido uma preparacdo enzimatica
compreendendo, pelo menos, uma (uma, duas ou mais)
endoxilanase terméfila é adicionada a receita (e. g.
a massa) .

Exemplos dessas endoxilanases term6filas incluem
endoxilanases terméfilas de Trichoderma
longibrachiatum (forma mutante), de Aspergillus
aculeatus, de Thermomyces  lanuginosus, e/ou de
Thermotoga maritima. de um modo mais preferido
utiliza-se endoxilanases terméfilas de Trichoderma
longibrachiatum, Thermomyces lanuginosus e/ou
Thermotoga maritima.

Obteve-se excelentes resultados e. ¢g. com uma
preparagdo de (endo)xilanase terméfila de Thermomyces
lanuginosus "Pentopan Mono BG" (PP MONO), e. g.
quando adicionada numa dose de, pelo menos, 240000
unidades/kg de farinha e com a preparacdo de
(endo) xilanase term6fila de Trichoderma
longibrachiatum "Ecopulp TX200A"™ (ECOP), e. g. quando
adicionada numa dose de, pelo menos, 13200
unidades/kg de farinha (ver Tabelas 1 e 2).

Também demonstraram ser muito adequadas as
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preparacdes de endoxilanase termdéfila de Thermotoga
maritima GH10 "XynA" e as preparag¢des de endoxilanase
terméfila de Thermotoga maritima GH10 "XynB".

de um modo preferido, pelo menos, uma (uma ou mais)
endoxilanase que é altamente selectiva para WU-AX, e.
g. endoxilanases da familia GH11l, é adicionada a uma
massa, sendo a elevada selectividade para WU-AX
definida por um valor do factor da especificidade
para o substrato SSFcyrom, como definido em Moers
et al. (2003) e Moers et al. (2005), de, pelo menos,
4 ou superior.

Mas as mais adequadas sdo as endoxilanases terméfilas
gue sdo altamente selectivas para WU-AX.

Se a endoxilanase terméfila ndo for altamente
selectiva para WU-AX pode com vantagem ser combinada
com uma ou mais endoxilanases, quer sejam terméfilas
ou ndo, que sejam altamente selectivas para WU-AX.
Numa forma de realizacdo de acordo com a invengdo, a
endoxilanase termdéfila utilizada tem uma temperatura
6ptima para actividade entre 65 °C e 70 °C, de um
modo preferido da familia GH10, GH1l ou GH8, ainda de
um modo mais preferido da familia GHI11.

Noutra forma de realizacdo a endoxilanase termdéfila
utilizada tem uma temperatura Optima para actividade
entre 70 °C e 80 °C ou entre 80 °C e 100 °C. Mais uma
vez, a endoxilanase ¢é, de um modo preferido, da
familia GH10, GH1l ou GH8, ainda de um modo mais
preferido da familia GH1l1l.

Também se verificou ser altamente adequada a
utilizacéo de (mais do que 1) endoxilanases
terméfilas ou a combinagdo de, pelo menos, uma
endoxilanase terméfila e, pelo menos, uma
endoxilanase altamente selectiva para WU-AX.

Em especial demonstraram ser muito adequadas as
seguintes combinag¢des: XBS + PP MONO, XPH + PP MONO,
XBS + XPH + PP MONO, XPH + PP MONO + PP 500, Tm-XynB
+ XPH, Tm-XynB + XBS + XPH, Tm-XynA + XBS + XPH, Tm-
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XynB + XBS + XPH + PP MONO, e Tm-XynA + XBS + XPH +
PP MONO, em que XBS significa uma preparacdo de
endoxilanase GH1l de Bacillus subtilis, XPH significa
uma preparacgao de endoxilanase GHS8 de
Pseudoalteromonas haloplanktis, PP MONO significa uma
preparacdo de (endo)xilanase terméfila de Thermomyces
lanuginosus, PP 500 significa wuma preparacao de
endoxilanase Humicola insolens, Tm-XynA significa uma
preparacdo de endoxilanase termdéfila XynA GH10 de
Thermotoga maritima e Tm-XynB significa uma
preparacdo de endoxilanase terméfila XynB GH10 de
Thermotoga maritima. sdo mais preferidas as
combinagdes XBS + XPH + PP MONO e Tm-XynB (ou Tm-
XynA) + XBS + XPH e Tm-XynA (ou Tm-XynB) + XBS + XPH
+ PP MONO combinacdes essas que resultaram num nivel
de AXOS do tipo desejado de 1,75 g/100 g de matéria
seca e superior.

Para as doses recomendadas, ver a Tabela 4.

As diferentes endoxilanases podem ser adicionadas
separadamente a massa do produto cozido no forno ou
podem ser proporcionadas a referida massa na forma de
mistura de enzimas ou de preparagdes enzimaticas,
eventualmente na forma de um ou mais melhoradores
contendo as diferentes enzimas.

Para produtos cozidos no forno feitos com base em
misturas de farinhas compreendendo mais de 75% (p/p)
de farinha derivada de trigo e farinha derivada de
centeio numa proporcdo de 90:10 (p/p) a 50:50 (p/p),
pode adicionar-se a uma massa uma endoxilanase
terméfila GH10, tal como, por exemplo, XAA (uma
preparagao de endoxilanase terméfila GH10 de
Aspergillus aculeatus), Tm-XynA ou Tm-XynB, sé ou em
combinacdo com uma endoxilanase gque ¢é altamente
selectiva para WU-AX.

O aumento dos niveis de AX do tipo desejado em
produtos cozidos no forno também pode ser obtido por

utilizacdo de misturas de enzimas compreendendo,
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juntamente com actividade de endoxilanase e, em
particular, juntamente com actividade de endoxilanase
terméfila, actividades enzimdticas adicionais
seleccionadas do grupo de alfa-L-arabinofuranosidases
(que eliminam as cadeias laterais da arabinose de
arabinoxilano e aumentam assim o acesso de
endoxilanases ao seu substrato), metil glucuronidases
(que retiram as cadeias laterais de 4&cido metil
glucurénico e aumentam, assim, o acesso de
endoxilanases ao seu substrato), feruloil esterases
(que hidrolisam a ligacdo éster entre &cido ferulico
e arabinoxilano e aumentam, assim, a solubilizacdo de
arabinoxilano), beta-glucanases (que hidrolisam beta-
glucanos que podem estar associados a arabinoxilano
e, assim, aumentam o acesso de endoxilanases ao seu
substrato), celulases (que hidrolisam celulose que
pode estar associada a arabinoxilano e, assim,
aumentam o acesso de endoxilanases ao seu substrato)
e proteases.

Mais uma vez, em alternativa, cada uma das referidas
enzimas pode ser adicionada separadamente a massa.

A utilizacdo de endoxilanases também pode ser

combinada com outros ingredientes tais como gluten,

amido, aditivos, tais como emulsionantes (e. g.
monoglicéridos, diglicéridos, ésteres de acido
diacetil tartéarico de monoglicéridos (DATEM) ,

lactilatos de estearoilo, lecitina e semelhantes),
enzimas (e. g. xilanases, alfa-amilases, lipases,
oxido redutases, proteases), compostos redutores (e.
g. cisteina), compostos oxidantes (e. g. acido

ascdrbico, azodicarbonamida e bromato), hidrocoldides

e prebidticos (e. g. galactooligossacaridos,
arabinooligossacaridos, xilooligossacéaridos,
frutooligossacaridos, inulina, amido resistente,

dextrinas resistentes, ...).

E, por exemplo, possivel incluir as endoxilanases

7

numa composicdo de melhorador, 1liquido ou pb,
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melhorador esse que é entdo adicionado a uma massa
(e. g. durante o passo de mistura) ou numa mistura
optimizada pronta a utilizar (uma mistura completa
contendo 50% ou 100% da farinha e todos ©os
ingredientes e aditivos secos para preparar o produto
cozido no forno).

As endoxilanases podem aqui (o melhorador) ser
adicionalmente combinadas com pelo menos uma enzima
seleccionada do grupo consistindo em endoxilanases
altamente selectivas para WU-AX, alfa-L-
arabinofuranosidases, metil glucuronidases, feruloil
esterases, beta-glucanases e celulases.

A vantagem (de qualquer) do(s) método(s) da invengdo
descritos acima é que a quantidade total (e. g. um
nivel de, pelo menos, 1,7% ou, pelo menos, 1,75%) de
AX do tipo desejado pode ser produzida in situ pela
accdo de endoxilanases sobre (arabinoxilanos) AX, tal
como WU-AX de cereais, presentes nos ingredientes,
tais como a(s) farinha(s) utilizada(s).

Para aumentar mais o nivel do tipo desejado de AXOS,
a massa pode ser adicionalmente suplementada com um
ingrediente compreendendo S-AX (purificados ou
parcialmente purificados) com um avDP na gama de 5 a
50, de um modo preferido na gama de 5 a 35, de um
modo mais preferido na gama de 5 a 25, de uma fonte
exdgena.

Ainda outro aspecto da invencdo refere-se a um método
para aumentar num produto cozido no forno, apds
cozedura no forno, o nivel de S-AX com um avDP na
gama de 5 a 50, de um modo preferido na gama de 5 a
35, de um modo mais preferido na gama de 5 a 25, para
um nivel acima de 1,56%, acima de 1,6%, de um modo
preferido acima de 1,7%, acima de 1,75%, de um modo
mais preferido acima de 1,9%, tal como, por exemplo,
superior a 2,0%, 2,1% ou superior a 2,2%,
compreendendo o referido método os passos de:

- Preparacdo de uma massa para um produto cozido no
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forno com farinha, uma mistura de farinhas ou uma
mistura de farinha(s) e fraccdes de moagem.

- Adicdo a referida massa de uma preparacgao
enzimatica compreendendo, pelo menos, uma
endoxilanase numa quantidade, pelo menos, 2 vezes
maior, de um modo preferido, pelo menos, 3 a 6 vezes
maior ou até 10 vezes maior do que a dose que confere
90% do aumento maximo do volume de pao obtido por
adicdo dessa preparacdo enzimadtica a receita do
referido produto cozido no forno, bem como um
ingrediente compreendendo, pelo menos, 8% (p/p%, com
base no teor total) de S-AX com um avDP na gama de 5
a 50, de um modo preferido na gama de 5 a 35, de um
modo mais preferido na gama de 5 a 25.

Com vantagem o referido ingrediente compreende, pelo
menos, 10%, pelo menos 15%, de um modo mais
preferido, pelo menos, 20% ou 30% ou mais do tipo
desejado de arabinoxilanos. Os referidos
arabinoxilanos (de uma fonte exdgena) podem estar
incluidos num melhorador, no mesmo melhorador que as
endoxilanases ou num melhorador separado.

Mais uma vez, de um modo preferido, adiciona-se a
massa, pelo menos, uma endoxilanase terméfila (ou uma
preparacdo enzimatica compreendendo, pelo menos, uma
endoxilanase terméfila).

De acordo com uma forma de realizacdo, além disso
adiciona-se a massa pelo menos uma enzima
seleccionada do grupo consistindo em alfa-L-
arabinofuranosidases, metil glucuronidases, feruloil
esterases, beta-glucanases, celulases e endoxilanases
altamente selectivas para WU-AX.

As referidas enzimas podem ser combinadas numa uUnica
preparacdo enzimdtica ou pode cada uma delas ser
adicionada separadamente a massa, eventualmente na
forma de um melhorador.

As diferentes enzimas e em particular as

endoxilanases podem ser combinadas com ingredientes,
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tais como glaten, amido, aditivos tais como
emulsionantes (e. g. monoglicéridos, diglicéridos,
ésteres do acido diacetil tartarico de monoglicéridos
(DATEM), lactilatos de estearoilo, lecitina e outros
semelhantes), enzimas (e. g. Xilanases, alfa-
amilases, lipases, oxido redutases, proteases),
compostos redutores (e. g. cisteina), compostos
oxidantes (e. g. &cido ascérbico, azodicarbonamida e
bromato), hidrocoldides e prebidéticos (e. g.
galactooligossacaridos, arabinooligossacéaridos,
xilooligossacaridos, frutooligossacaridos, 1inulina,
amido resistente, dextrinas resistentes,...).

£, por exemplo, possivel incluir as endoxilanases
numa composicdo de melhorador, liquido ou pé9,
melhorador esse que é depois adicionado a massa (e.
g. durante o passo de mistura) ou numa mistura
optimizada pronta a utilizar (uma mistura completa
contendo 50% ou 100% da farinha e todos 9os
ingredientes e aditivos secos para preparar o produto
cozido no forno).

Quando se suplementar a massa com os referidos S-AX
(AXOS) exbgenos, ndo €& absolutamente necessario
utilizar uma farinha (eventualmente uma mistura de
farinhas ou uma mistura de farinha(s) e frac¢des de
moagem tendo um teor total de arabinoxilanos de, pelo
menos, 2,0%, de um modo preferido, pelo menos, 2,5%
(p/p, % do peso seco). Além disso, tal como
documentado acima com essa(s) farinha(s) vdo ser
produzidos niveis superiores de AXOS do tipo
desejado. Qualquer das farinhas descritas até aqui
(em quaisquer das formas de realizacdo anteriores)
pode ser utilizada no referido método de acordo com a
invencéo.

Um outro aspecto da inveng¢do refere-se a um produto
cozido no forno gue pode ser obtido por um método
(qualquer dos métodos acima referidos) de acordo com

a invencédo. Esse produto cozido no forno,
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especialmente um que apds cozedura no forno tem um
nivel de AXOS do tipo desejado de, pelo menos, 1,56%,
de um modo mais preferido 1,7%, é ainda referido como
um "produto cozido no forno de acordo com a
invencao".

Um outro aspecto da invengdo refere-se a uma
composigao (tal como uma preparagcdo enzimatica)
compreendendo, pelo menos, uma endoxilanase terméfila
e, pelo menos, uma endoxilanase altamente selectiva
para WU-AX (e. g. uma endoxilanase GH1l meséfila),
eventualmente combinada com, pelo menos, uma enzima
seleccionada do grupo consistindo em alfa-L-
arabinofuranosidases, metil glucuronidases, feruloil
esterases, beta-glucanases e celulases. Outro aspecto
da invencdo refere-se a uma composicdo de melhorador,
liquido ou pd, ou uma mistura optimizada pronta a
utilizar compreendendo a(s) referida(s)
endoxilanase(s), mais em particular compreendendo,
pelo menos, uma xilanase terméfila, eventualmente em
combinacado com, pelo menos, uma endoxilanase
altamente selectiva para WU-AX ou, pelo menos, uma
enzima seleccionada do grupo consistindo em alfa-L-
arabinofuranosidases, metil glucuronidases, feruloil
esterases, beta-glucanases e celulases.

Um aspecto da invencgdo refere-se a uma composigao
compreendendo, pelo menos, uma endoxilanase termbéfila
e, pelo menos, uma endoxilanase altamente selectiva
para WU-AX ou, pelo menos, uma enzima seleccionada do
grupo consistindo em alfa-L- arabinofuranosidases,
metil glucuronidases, feruloil esterases, beta-
glucanases e celulases, composigdo essa que @&
adequada para a preparagdo de um produto cozido no
forno de acordo com a invencdo. Ainda outro aspecto
da invencdo refere-se a uma composicdo adequada para
a preparacdo de um produto cozido no forno de acordo
com a invencdo, compreendendo a referida composicéo,

pelo menos, uma endoxilanase - mais em particular,
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pelo menos, uma xilanase terméfila, eventualmente em
combinacéao com, pelo menos, uma endoxilanase
altamente selectiva para WU-AX ou, pelo menos, uma
enzima seleccionada do grupo consistindo em alfa-L-
arabinofuranosidases, metil glucuronidases, feruloil
esterases, beta-glucanases e celulases - e
compreendendo um ou mais, de um modo preferido, pelo
menos, 2 outros ingredientes seleccionados do grupo
consistindo em gluten, amido, aditivos tais como
emulsionantes (e. g. monoglicéridos, diglicéridos,
ésteres do acido diacetil tartdrico de monoglicéridos
(DATEM), lactilatos de estearoilo, lecitina e outros
semelhantes), enzimas (e. g. xilanases, alfa-
amilases, lipases, oxido redutases, proteases),
compostos redutores (e. g. <cisteina), compostos
oxidantes (e. g. &acido ascérbico, azodicarbonamida e
bromato) hidrocoldides e prebidticos (e. g.
galactooligossacéaridos, arabinooligossacaridos,
xilooligossacdaridos, frutooligossacaridos, inulina,
amido resistente, dextrinas resistentes,...).

ou composicdo(des) (de melhorador) de acordo com a
presente invencdo (é)sao em particular adequadas para
a preparacdo de produtos cozidos no forno, que apds
cozedura no forno, tém um nivel de AXOS do tipo
desejado que com vantagem é igual a ou maior do que
1,56%, 1,6% ou de um modo preferido 1,7%, e. g. &,
pelo menos, 1,75%, 1,8%, 1,9%, 2,0%, até 7%.
"Adequada para" no presente contexto significa que a
quantidade de endoxilanases no referido melhorador é
um multiplo (pelo menos, factor 1, estando o factor
de um modo preferido entre 1 e 200, de um modo mais
preferido entre 10 e 100, ainda de um modo mais
preferido entre 20 e 50) da quantidade definida no
contexto da invencdo como uma "dose elevada" ou como
"uma quantidade suficiente”, de tal modo que apds a
mistura do melhorador com os outros ingredientes na

receita é obtida na receita final uma "dose elevada"
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ou uma "quantidade suficiente" das endoxilanases.
Ainda um outro aspecto refere-se a uma massa,
especialmente uma massa para um produto cozido no
forno de acordo com a invengédo, compreendendo
farinha, uma mistura de farinhas ou uma mistura de
farinha(s) com fracgcdes de moagem com de um modo
preferido um teor total de arabinoxilanos de, pelo
menos, 2,0%, de um modo preferido, pelo menos, 2,5%
(p/p), de um modo preferido entre 2,0% e 25%, de um
modo mais preferido entre 2,5% e 8%, ainda de um modo
mais preferido entre 3% e 6% (p/p), e compreendendo
uma quantidade de, pelo menos, uma endoxilanase
suficiente para proporcionar, apdés cozedura no forno,
um produto cozido no forno com um nivel de
arabinoxilanos soluveis em 4agua com um grau de
polimerizacdo médio na gama de 5 a 50, de um modo
preferido, de 5 a 35, ainda de um modo mais
preferido, de 5 a 25 que é, pelo menos igual a, de um
modo preferido, superior a 1,56% ou 1,6%, de um modo
mais preferido 1,7% ou 1,75%, tal como superior a
1,8%, 1,9% ou 2,0%.

De um modo preferido, tal como referido acima, as
preparac¢cdes de endoxilanases utilizadas na referida
massa compreendem, pelo menos, uma endoxilanase, de
um modo preferido, pelo menos, uma endoxilanase
termd6fila, eventualmente em combinacdo com pelo menos
uma endoxilanase altamente selectiva para WU-AX, com
alfa-L-arabinofuranosidases, metil glucuronidases,
feruloil esterases, beta-glucanases e/ou celulases.
Alternativamente, cada uma das referidas enzimas pode
ser adicionada separadamente a massa.

De um modo preferido, a massa é preparada com farinha
(eventualmente uma mistura de farinhas ou uma mistura
de farinha(s) e fracgcdes de moagem de que, pelo
menos, 40%, pelo menos 50%, de um modo mais
preferido, pelo menos, 60%, ainda de um modo mais

preferido, pelo menos, 70% é derivada de trigo.
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Foram obtidos excelentes resultados com uma farinha
de trigo integral (100%, p/p) e com misturas de
farinha de endospermas e farelo de trigo numa
proporcdo de 95:5 (p/p) a 75:25 (p/p), e. g. 95:5,
90:10, 85:15 e 80:20. Foram obtidos excelentes
resultados com aleurona de trigo como farelo (ver
Tabela 4) e com farelo de centeio (ver Tabela 5), mas
os seguintes tipos de farelo sdo também possiveis:
aleurona de centeio, farelo de trigo, farelo de
cevada, farelo de arroz, farelo de milho, farelo de
psilio, ou farelo de algodao.

Também sdo obtidos excelentes resultados com misturas
de farinha compreendendo mais do que 75% (p/p) de
farinha derivada de trigo e farinha derivada de
centeio numa proporcdo de 90:10 (p/p) a 50:50 (p/p),
e. g. 90:10, 80:20, 75:25, 70:30 ou 60:40 (p/p)-.
Também foram obtidos excelentes resultados com
misturas de farinha compreendendo mais do que 75%
(p/p) de farinha derivada de trigo, farinha derivada
de centeio e farelo de centeio, em que a proporgdo da
soma das farinhas derivadas de trigo e centeio para
farelo estd entre 95:5 (p/p) e 75:5 (p/p), e. g.
95:5, 90:10, 85:15, ou 80:20 (p/p) e a proporgao de
farinha derivada de trigo para farinha derivada de
centeio estd entre 95:5 (p/p) e 50:50 (p/p, e. g.
95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 75:25, 70:30 ou
60:40 (p/p) .

uma forma de realizacdo de acordo com a invencdo a
massa € adicionalmente suplementada com S-AX do tipo
desejado a partir de uma fonte exdégena, eventualmente
por adicdo de um ingrediente compreendendo, pelo
menos, 8%, de um modo mais preferido, pelo menos,

10%, pelo menos, 15%, de um modo mais preferido, pelo

menos, 20% ou 30% ou mais do tipo desejado de
arabinoxilanos.

Ainda outro aspecto estd refere-se a produtos cozidos

no forno enriquecidos em AX soluveis em Aagua
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endbégenos.

Em particular, a invencdo refere-se a produtos
cozidos no forno que com vantagem compreendem uma
preparagdao de endoxilanases compreendendo, pelo
menos, uma endoxilanase termdéfila, quer em forma
nativa ou desnaturada, resultando (apdés cozedura no
forno) num nivel de, pelo menos, 1,7%, e. g., pelo
menos, 1,75%, e até 7% de AX soluveis em &gua com um
DP médio na gama de 5 a 50, de um modo preferido de 5
a 35, ainda de um modo mais preferido, de 5 a 25.

De um modo preferido, a razdo A/X dos S-AX estd entre
0,2 e 0,9, de um modo mais preferido, entre 0,3 e
0,7, tal como entre 0,4 e 0,6.

Como referido acima, a quantidade desejada do tipo
desejado de arabinoxilanos pode ser obtida
inteiramente por hidrdélise mediada por enzimas dos AX
presentes na receita do produto cozido no forno.

Os AX presentes na farinha foram tornados
fisiologicamente mais activos pelo tratamento com uma
quantidade suficientemente eficaz de uma preparacgdo
de endoxilanases compreendendo, pelo menos, uma
endoxilanase termdfila.

Esses produtos cozidos no forno com vantagem s&o
produtos com beneficios melhorados para a saude.

Os produtos cozidos no forno de acordo com a invencao
tém uma estrutura de produto aceitivel apesar da
utilizacdo de doses elevadas de endoxilanases que se
acreditava afectarem negativamente a processabilidade
da massa e estrutura do produto.

A suplementacdo com AXOS de uma fonte exdgena néo
estd excluida e pode ser recomendada em casos em que
sdo desejados niveis de AX do tipo desejado iguais a
ou maiores do que 1,9%, tal como, por exemplo,
superiores a 2,0%, 2,1% ou superiores a 2,2%,
independentemente do tipo de farinha(s) utilizada(s).
Além disso esses produtos cozidos no forno, em que a

maior parte (pelo menos, 50%, 60% de um modo mais
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preferido, pelo menos, 70%) do tipo desejado de AXOS
sdo libertados a partir de AX (enddgenos) presentes
na(s) farinha(s) utilizadas, tinham uma estrutura de
produto aceitdvel. Mais uma vez, de um modo preferido
sdo utilizadas endoxilanases terméfilas.

A invencgdo é adicionalmente 1ilustrada por meio de
formas de realizacdo ilustrativas ndo 1limitativas
descritas a seguir.

Legendas das Figuras

A Figura 1 mostra uma imagem de fatias do centro de
um pdo de farinha de endospermas de trigo de controlo
(a esquerda), um pdo de farinha de endospermas de
trigo contendo 0,4 mL/kg de farinha de Ecopulp TX200A
(ao centro) e uma farinha de endospermas de trigo
contendo 0,4 mL/kg de farinha de Ecopulp TX200A e 10
g/kg de farinha de uma preparacdo rica em AXOS.

As Figuras 2A e B mostram que o aumento de volume de
pdo (versus o pdo de referéncia preparado sem
endoxilanase) em funcdo de diferentes dosagens de (A)
EcopulpC> TX200A e (B) Pentopan<> Mono. Esta indicada
a dose que confere 90% do aumento madximo do volume do
pdo obtido por adigcd&o dessas enzimas a receita do
referido produto cozido no forno.

Exemplos

Exemplo 1:

Materiais:

FrimaseO B210 (XBS) é uma preparagao comercial de
endoxilanases de qualidade alimentar de Puratos
(Groot-Bijgaarden, Bélgica) produzida por expressao
em Bacillus subtilis de um gene de endoxilanase Gl1
de Bacillus subtilis.

FrimaseC)218 (XPH) ¢é uma preparagdo comercial de
endoxilanases de qualidade alimentar de Puratos
(Groot-Bijgaarden, Bélgica) produzida por expressido
recombinante de um gene de endoxilanase GH8 de
Pseudoalteromonas haloplanktis.

Grindamyl® Powerbake® (GRIN PB) ¢é uma preparacao
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comercial de endoxilanases de qualidade alimentar de
Danisco (Copenhaga, Dinamarca) produzida por
expressao em Bacillus subtilis de um gene mutante néo

inibido de endoxilanase GH1ll de Bacillus subtilis.

EcopulpO TX200A (ECOP) é uma preparacdo comercial de
endoxilanase de qualidade técnica de AB Enzymes
(Darmstadt, Alemanha) produzida através da expresséao
recombinante de um mutante terméfilo de um gene de
endoxilanase GH11l de Trichoderma longibrachiatum.
MultifectO Xylanase (MF XYL) €& uma preparagao
comercial de endoxilanase de dqualidade técnica de
Genencor/Danisco (Palo Alto, EUA) produzida através
da expressdo recombinante de um gene de endoxilanase
GH1l1 de Trichoderma longibrachiatum.

ShearzymeO 500L (XAA) é uma preparagdo comercial de
endoxilanases de qualidade alimentar de Novozymes
(Bagsvaerd, Dinamarca) preparada pela expressao
recombinante em Aspergillus oryzae de um gene de
endoxilanase GH10 de Aspergillus aculeatus.

Tm-XynA € uma prepara¢do nao comercial produzida por
expressao recombinante de um gene de endoxilanase
GH10 XynA de Thermotoga maritima.

Tm-XynB é& uma preparacdo ndo comercial produzida por
expressdo recombinante de um gene de endoxilanase
GH10 XynB de Thermotoga maritima (Jiang et al. 2001).
Pentopan<> Mono BG (PP MONO) € uma preparacgao
comercial de endoxilanases de gualidade alimentar de
Novozymes (Bagsvaerd, Dinamarca) preparada por
expressdo recombinante em Aspergillus oryzae de um
gene de endoxilanase GH1ll de Thermomyces lanuginosus.
PentopanO 500 BG (PP 500) é uma preparacgdo comercial
de endoxilanases de qualidade alimentar de Novozymes
(Bagsvaerd, Dinamarca) preparada por produgdo nao
recombinante por Humicola insolens.

As propriedades destas diferentes enzimas estéao

sumariadas na Tabela 1.



10

15

20

25

30

35

41

A farinha (branca) de endospermas de trigo (SurbiCD)
foi obtida de Dossche Mills & Bakery (Deinze,
Bélgica).

A farinha de trigo integral (Integraal CylinderCD)
foi obtida de Ceres (Bruxelas, Bélgica).

A aleurona de trigo (GrainwiseCD), um farelo
enriquecido em aleurona de trigo, foi adquirida a
Horizon Milling (Minneapolis, EUA).

O farelo de centeio (Rogge kleie) foi obtido de
Plange Muhle (Dusseldorf, Alemanha).

A aleurona de centeio (farelo de centeio enriquecido
em aleurona) foili obtida através da moagem de centeio
com uma fraccdo de moagem semelhante a farinha de
segunda escolha que era mais fina do que farelo mas
mais grossa e mals escura do que farinha de
endospermas) .

Técnicas analiticas:

Determinacdo do teor de AX e do DP médio de AX foi
realizada com base no método de Courtin et al. 2000
(Journal of Chromatography A, 866, 97-104).
Retirou-se uma fatia de pdo do centro do pdo e a
fatia foi seca durante 12 horas numa estufa a 105 °C,
seguindo-se arrefecimento até a temperatura ambiente
num exsicador durante 1 hora.

A fatia de pdo seca foi homogeneizada utilizando um
almofariz e pildo para dar um pd de pao seco. Para
determinacdo do teor de AX total no pédo, 20 mg do pbd
de pao seco foram hidrolisados por suspensdo em 5 mL
de 4&cido trifluorocacético 2,0 M (2,0 M) e incubacdo a
110 °C durante 60 minutos.

Apbds a hidrdélise, a mistura foi filtrada e 3,0 mL do
filtrado foram adicionalmente tratados por adicdo de
1,0 mL de uma solugdo de padrdo interno (100 mg de
beta-D-alose em 100 mL de uma solucdo saturada a 50%
de &cido benzdico), 1,0 mL de solucdo de amoniaco
(25% v/v) e 3 gotas de 2-octanol.

Os monossacaridos foram reduzidos a alditdéis por
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adicdo de 200 pL de solucdo de boro-hidreto de sdédio
(200 mg de boro-hidreto de sédio em 1,0 mL de amdnia
2 M) e a amostra foi incubada durante 30 minutos a 40
°C. A reaccdo foi parada por adicdo de 400 pL de
dcido acético glacial. Para a reacgdo de acetilacao,
adicionou-se 500 pL da amostra contendo os alditdis a
5,0 mL de anidrido acético e 500 pL de 1l-metil-
imidazole. Apdés 10 minutos, o excesso de anidrido
acético foi retirado por adicdo de 900 pL de etanol a
amostra. Os acetatos doé alditéis foram entéo
concentrados na fase orgdnica por adig¢do de agua (10
mL) e solucdo de hidréxido de potéssio (2 vezes 5,0
ml, de solucdo 7,5 M, com uma pausa de repouso
intermédia de alguns minutos). Adicionou-se solugao
de azul de bromofenol (500 uL, 0,04% p/v) como
indicador para a fase aquosa. Aliquotas de 1 pL da
fase orgénica contendo os acetatos de alditdis
formados foram separadas por cromatografia gasosa
numa coluna polar Supelco SP-2380 (30 m x 0,32 mm
D.I.; 0,2 um de espessura do filme) (Supelco,
Bellefonte, PA, EUA) num cromatégrafo Agilent
(Agilent, série 6890, Wilmington, DE, EUA) equipado
com amostrador automatico, porta de injeccéo
“splitter” (razdo de “split” 1:20) e detector de
ionizacdo de chama.

A separacdo durante a cromatografia gasosa foi a 225
°C com injeccdo e detecgdo a 270 °C.

Os monossacaridos purificados D-galactose, D-xilose e
L-arabinose foram tratados em paralelo com cada
conjunto de amostras para efeitos de calibragao.

Para determinacdo do teor de AX sollveis em agua do
pdo, preparou-se extracto de pdo por mistura de dois
gramas do pd de pdo seco com 20 mL de agua e 120 pL
de Termamyl 120L (preparagdo comercial de amilase de
Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca). Termamyl 120L foi
tratado durante 1 h a 90 °C imediatamente antes da

utilizag¢do para destruir qualquer actividade de
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endoxilanase residual. A suspensdao foi incubada
durante 30 minutos com agitagdo constante a 37 °C,
centrifugada a 3000 x g durante 15 minutos a 4 °C
e o sobrenadante foi armazenado a -20 °C até a
analise. Uma aliquota de 2,5 mL do sobrenadante do
extracto de pdo foli misturada com 2,5 mL de &cido
trifluoroacético (4,0 M) e realizou-se a hidrdélise,
redugdo, acetilagdo e analise por cromatografia
gasosa dos acetatos de alditdéis tal como descrito
acima.

Para determinacdo do DP médio do AX soluvel em &gua
em pdo, uma aliquota de 2,5 mL do sobrenadante do
extracto de pao foi tratada por adicdo de 500 pL de
um padrdo interno (100 mg de beta-D-alose em 100 mL
de uma solucdo saturada a 50% de acido benzdico), 50
BL de solucdo de amoniaco (25% v/v) e 9 gotas de 2-
octanol. Os sacaridos foram reduzidos a alditdis por
adicdo de 200 pL de solucao de boro-hidreto de sdédio
(200 mg de boro-hidreto de sédio em 1,0 mL de amébdnia
2 M) e a amostra foi incubada durante 30 minutos a 40
°C. A reaccdo fol parada pela adicdo de 400 pL de
acido acético glacial. Uma aliquota de 2,5 mL da
amostra contendo sacaridos reduzidos foi hidrolisada
por adigdo de 500 pL de &cido trifluoroacético (99%)
e a amostra foi incubada a 110 °C durante 60 minutos.
Apbés a hidrdlise, efectuou-se a acetilacdo e analise
por cromatografia gasosa tal como descrito acima. Os
monossacaridos purificados D-xilose e L-arabinose
foram tratados em paralelo com cada conjunto de
amostras para efeitos de calibracgéo.

O teor total de AX (T-AX) do pao foi calculado
utilizando a férmula (1). O teor de AX soluvel em
agua (S-AX) das amostras foi calculado utilizando a
férmula (2). O grau de polimerizagdo médio de S-AX
avDP S-AX) foi calculado utilizando a férmula (3).

[o]

(
(1) T-AX = 0,88 x (% de arabinose no pdo seco - 0,7 x
% de galactose no extracto de pdo + % de xilose no
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pao seco)

(2) S-AX = 0,88 x (% de arabinose no extracto de pao
- 0,7 x % de galactose no extracto de pdo + % de

xilose no extracto de pao)

(3) avDP S-AX = (% de arabinose no extracto de pao -
0,7 x % de galactose no extracto de pdo + % de xilose
no extracto de p&o)/% xilose de extremidades
redutoras no extracto de péao

A subtraccao da % de galactose nas férmulas (1), (2)
e (3) pretende ser uma correcgdao para o teor de
arabinoglactanos sollveis em Aagua dos cereais
(Loosveld et al. 1998).

Ensaios de cozedura no forno:

Foram preparados pdes por mistura de 1500 g de
farinha (tal como especificado nas Tabelas) numa
misturadora com 30 g de sal, 30 g de fermento de
padeiro (obtido de Algist Bruggeman, Gent, Bélgica),
30 g de uma mistura de melhorador de pdo isenta de
xilanase (1 g/100 kg de farinha de alfa-amilase
(Bel'Ase A75, Beldem, Bélgica), 300 g/100 kg de
farinha de Datem (MULTEC data HP20, Beldem, Bélgica))
e 15 g/100 kg de farinha de &cido ascérbico), a
quantidade apropriada de agua (como especificado nas
Tabelas) e a quantidade apropriada de preparacgdes de
endoxilanases (como especificado nas Tabelas). Para
pdes de trigo integrais, adicionou-se ainda 45 g de
gluten de trigo a receita com base em 1500 g de
farinha. Depois de misturada, as massas foram
divididas em pedacos de 600 g, arredondados
manualmente e deixados levedar a temperatura ambiente
durante 20 minutos, seguindo-se moldacdo mecénica,
colocacdo em forma e fermentacdo (90 minutos a 35 °C
e 95% de humidade relativa). As massas foram cozidas
no forno a 230 °C durante 35 minutos. Duas horas apés
cozedura no forno, os volumes dos pdes foram medidas
através do método do deslocamento de sementes de

colza.
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Andlise da textura do pao:

A firmeza do miolo do pdo foi determinada 24 horas e
168 horas apds a cozedura no forno com um analisador
de textura (TA-XTplus, StableMicroSystems, Surrey,
RU). Quatro fatias de p&o adjacentes de 10 mm foram
retiradas da parte média do pdo em fatias e colocadas
no centro do prato da base do analisador de textura.
A sonda (didmetro = 25 mm) comprimiu o miolo 10 mm a
velocidade de 2 mm/seg e manteve esta compressdo
durante 20 segundos. A forca é registada em fungdo do
tempo. A firmeza do miolo é a forga aplicada para
obtencdo da deformacdo alvo. Elasticidade é a
proporgdo (expressa em percentagem) entre a forcga
medida apbés 20 s a deformagdo constante e a forga
aplicada para obtencdao da deformacao alvo. A evolugao
da firmeza do miolo apds 168 h possibilitou a
quantificacdo do envelhecimento. As determinacdes
foram realizadas com 8 réplicas por tipo de pé&o, 2
pdes por tipo e 4 determinagdes em cada pdo (CV <
8%) .

Determinacdo da actividade das enzimas xilanoliticas:
A actividade das enzimas xilanoliticas foi
determinada colorimetricamente utilizando Xylazyme AX
(Megazyme, Bray, Irlanda) como um substrato insoluvel
de acordo com as instrugdes do fabricante para o
ensaio, utilizando acetato de sédio 25 mM (pH 5,5)
como um tampdo e uma incubagdo durante 10 minutos a
35 °C. Uma unidade foi definida como a quantidade de
enzima necessdria para produzir uma alteragdo na
extincdo a 590 nm de 1,0 nas condigdes do ensaio ao
longo de um periodo de 60 minutos.

Diferentes endoxilanases comerciais (ver sumula da
Tabela 1) foram ensaiadas quanto & sua aptiddo para
produzir AXOS in situ durante o processo de fabrico
do pé&o. As enzimas foram ensaiadas a doses muito
superiores as doses tipicamente wutilizadas para

aumentar o volume do pao e amaciar o miolo do péao,
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que sdo tipicamente cerca de 0,04 g de uma preparacgao
enzimdtica sélida comercial por kg de farinha ou 0,04
mL de uma preparagdo enzimatica liquida comercial por
kg de farinha.

Os niveis de AX soluveis em agua (S-AX) superiores a
1,7% (p/p%, g/100 g de matéria seca) e um grau de
polimerizacdo médio (avDP) inferior a 25 foram
obtidos em pédes de trigo integrais feitos por adigdo
de, pelo menos, 240000 unidades/kg de farinha da
preparagdo de (endo)xilanase terméfila de Thermomyces

lanuginosus "Pentopan Mono BG", ou pelo menos, 13200

unidades/kg de farinha da preparacao de
(endo) xilanase terméfila de Trichoderma
longibrachiatum "Ecopulp TX200A" (Tabela 2).

Surpreendentemente, apesar das doses de enzima muito
elevadas utilizadas e da degradacdo significativa de
AX a XO0S de baixo peso molecular nestes pdaes, as
massas ainda eram processaveis, os pdes aumentaram em
volume mais de 10% em comparacdo com controlo isento
de enzima e o0s pdes nao evidenciaram redugado
significativa no teor de &agua.

A adicdo de Multifect Xylanase, uma endoxilanase ndo
terméfila de T. longibrachiatum a pao de trigo
integral até 120000 wunidades/kg de farinha sé
libertou 1,28% (p/p de DM) de S-AX com um avDP de 53,
versus um teor de S-AX de 1,82% (p/p) e um avDP de 28
para pado feito com 13200 unidades/kg de farinha da
endoxilanase terméfila de T. longibrachiatum (Ecopulp
TX200A). Isto indica que a termofilia da endoxilanase
é um atributo importante para a sua utilizagdo para
produzir niveis elevados de AXOS durante o processo
de fabrico do pé&o.

Numa série de ensaios subsequentes, foram preparados
diferentes tipos de farinha com 36000 unidades/kg de
farinha da endoxilanase terméfila Ecopulp TX200A. As
farinhas ensaiadas incluiram farinha de endospermas

de trigo (farinha branca), farinha de trigo integral
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e misturas de farinha de endospermas de trigo/farinha
de aleuronas de trigo nas proporcdes de 95/5, 90/10 e
85/15 p/p (Tabela 3).

O nivel mais baixo de S-AX foi libertado por Ecopulp
TX200A em p&o de farinha de endospermas de trigo
(1,51% p/p). Em pdes de farinha de trigo integral,
bem como em pdes de farinha de endospermas de
trigo/farinha de aleurona de trigo, o Ecopulp TX200A
libertou mais de 1,7% (p/p) de S-AX com um grau de
polimerizagdo médio (avDP) inferior a 25.

A degradacao de AX a AXOS de baixo peso molecular por
adicdo a massa da dose elevada de endoxilanase(s)
termostavel (eis) nao foi acompanhada por alterag¢des
indesejadas na textura ou propriedades sensoriais do
pédo. A firmeza do miolo determinada 1 dia apds a
cozedura no forno estava diminuida em todos os tipos
de pées aos quais a endoxilanase foil adicionada em
relacdo ao correspondente pao de controlo (Tabela 3).
A firmeza do miolo medida 7 dias apds a cozedura no
forno, como uma medida do envelhecimento do pao,
estava ligeiramente aumentada em pdo de farinha de
endospermas de trigo contendo endoxilanase versus o
correspondente pao de controlo. Inesperadamente, a
adicdo da endoxilanase aos pdes integrais ou aos péaes
de farinha de endospermas de trigo/farinha de
aleurona de trigo, de que todos eles tinham um teor
de AX total superior ao de pdo de farinha de
endospermas de trigo, resultaram em firmeza do miolo
drasticamente reduzida apds 7 dias (Tabela 3). Isto
indica que o método para obtencdo de niveis elevados
de S-AX com avDP baixo por adicdo de uma dose elevada
de uma endoxilanase termostavel a pdes com um teor de
farelo de cereal aumentado inesperadamente e com
vantagem resulta numa redugdo do envelhecimento do
pao.

Numa terceira série de experiéncias foram ensaiadas

combinacdes de enzimas com diferentes temperaturas
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6ptimas em pdes de trigo integrais. Foram obtidas
combina¢des contendo, pelo menos, uma endoxilanase
termé6fila, niveis de S-AX excedendo 1,7% (p/p) com
avDP inferior a 25. Exemplos sdo combinacdes de XBS +
XPH + PP MONO, XPH + PP MONO + PP 500, Tm-XynB + XPH,
Tm-XynB + XBS + XPH, Tm-XynA + XBS + XPH, Tm-XynB +
XBS + XPH + PP MONO e Tm-XynA + XBS + XPH + PP MONO
(Tabela 4). A combinacdo gque 1inclui a enzima da
familia de glicosido hidrolases 10 Tm-XynB de
Thermotoga maritima deu niveis de avDP
particularmente baixos dos S-AX.

Numa quarta série de experiéncias, a endoxilanase
terméfila Ecopulp TX200A e uma combinacdo de XBS +
XPH + PP MONO foram ensaiadas em pdes feitos de uma
mistura de farinha de endospermas de trigo e farelo
de centeio em proporcdes de 85/15 (p/p) e 80/20 (p/p)
ou uma mistura de farinha de endospermas de trigo e
aleurona de centeio (farelo de centeio enriquecido em
aleurona). Em todos os casos obteve-se um nivel de S-
AX bem em excesso de 1,7% (p/p de DM) e o avDP dos S-
AX era igual ou inferior a 35 (Tabela 5). A
utilizacdo de Ecopulp TX200A em paoc feito a base de
farinha de endospermas de trigo/farelo de centeio
(80/20) resultou num teor de S-AX de 2,4% (p/p)-
Exemplo 2:

Materiais:

As especificagdes das enzimas utilizadas estéo
indicadas no exemplo 1 e na Tabela 1.

A farinha de endospermas de centeio do tipo 1150 e a
farinha de centeio do tipo 1740 foram adquiridas a
Plange Muhle (Dusseldorf, Alemanha). A farinha de
endospermas de trigo (branca) era do tipo 550 de
Plange Muhle ou da marca surbi® de Dossche Mills &
Bakery (Deinze, Bélgica). O farelo de centeio era da
marca Rye Bran Beaten de Hildebrandmuhlen (Frankfurt,
Alemanha) .

Técnicas analiticas:
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A determinacdo do teor de T-AX, S-AX e do DP médio de
DP de S-AX foram realizadas como descrito no exemplo
1.

Ensaios de cozedura no forno:

Os pdes preparados com uma mistura de 70% de farinha
de endospermas de centeio do tipo 1150 e 30% de
farinha de endospermas de trigo do tipo 550 foram
preparados por mistura de 1050 g de farinha de
centeio, 450 g de farinha de trigo, 33 g de sal, 37,5
g de levedura (Algist Bruggeman, Gent, Bélgica), 73,5
g de massa léveda (Aroldo, Puratos, Bélgica), 1245 g
de Aagua e a quantidade apropriada de preparacdes de
endoxilanases (como especificado na Tabela 6). A
mistura foi feita durante 5 minutos a baixa
velocidade e 3 minutos a alta velocidade. Apds 15
minutos de fermentacdo da massa (25 °C) a massa foi
dividida em dois pedagcos de 1200 g, moldados

manualmente, colocados em cestos de madeira e

fermentados durante 55 minutos (30 °cC, 75% de
humidade relativa). Depois de retirados dos cestos e

deixados em repouso durante 5 minutos os pedagos de
massa foram cozidos no forno, num forno de andares
(Miwe, Alemanha) durante 4 minutos a 260 ©°C/240 °C
(temperatura da parte superior do forno/temperatura
da base do forno) com injeccdao de 0,8 L de vapor
durante o primeiro minuto e durante 41 minutos a 230
°C/220 °cC.

Pdes com 70%, 75% ou 80% de farinha de endospermas de
trigo (SurbﬂD) e farinha de centeio e/ou farelo de
centeio adicionado foram preparados por mistura de
1500 g de farinha e/ou farelo (como especificado na
Tabela 7) numa misturadora com 30 g de sal, 30 g de
levedura de padeiro (obtida de Algist Bruggeman,
Gent, Bélgica), 45 g de gluten de trigo, 30 g de uma
mistura de promotor de pdo isenta de xilanase (1
g/100 kg de farinha de alfa-amilase (Bel'Ase A75,
Beldem, Bélgica), 300 g/100 kg de farinha de Datem
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(MULTEC data HP20, Beldem, Bélgica)) e 15 g/100 kg de
farinha de &cido ascérbico), a quantidade apropriada
de 4&gua (como especificado nas Tabelas) e a
quantidade apropriada de preparac¢des de endoxilanases
(como especificado nas Tabelas). Apdés misturar as
massas foram divididas em ©pedacos de 600 g,
arredondadas manualmente e deixadas <crescer a
temperatura ambiente durante 20 minutos, seguida por
moldagdo mecénica, colocacdo em formas e fermentacdo
(90 minutos a 35 °C e 95% de humidade relativa). As
massas foram cozidas no forno a 230 °C durante 35
minutos.

O volume do pdo foi medido 2 horas depois da cozedura
no forno pelo método do deslocamento de sementes de
colza.

Determinagcdao da actividade das enzimas xilanoliticas:
A actividade das enzimas xilanoliticas foi
determinada como descrito no exemplo 1.

Foram feitos pdes a base de uma mistura de farinha de
endospermas de trigo e farinha de endospermas de
centeio numa proporgdo de 30/70 (p/p), com e sem
adigdo de diferentes endoxilanases (Tabela 6). O péo
sem adicdo de endoxilanase tinha um teor elevado de
S-AX de 2,36% (p/p em DM), mas também tinha um avDP
elevado de 295. A adicdo da endoxilanase nao
terméfila Frimase B210 (XBS) a 0,12 g/kg de farinha,
uma dose muito superior a dose tipicamente
recomendada para aumentar o volume do pao e amaciar o
miolo do pédo (cerca de 0,04 g), aumentou mais o nivel
de S-AX mas ndo resultou num abaixamento do avDP
abaixo de 50 (Tabela 6). A adicdo da endoxilanase
terméfila G1l0 Shearzyme 500L (XAA) e a adicgdo da
endoxilanase terméfila GH11l Ecopulp TX200A (ECOP)
ambas aumentaram mais o nivel de S-AX (2,74% e 3,05%
de DW, respectivamente) e resultaram num avDP
inferior a 50. Contudo, observou-se que os paes de

farinha de trigo/centeio preparados com as doses
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elevadas de endoxilanases terméfilas tinham uma pior
textura e qualidade sensorial do que o correspondente
pdo isento de endoxilanases. A massa de trigo/centeio
contendo Ecopulp TX200A tinha uma consisténcia fraca
e tendia a escorrer, a largura dos pdes tornou-se
maior e os pdes eram menos altos, e o0s paes
apresentaram uma firmeza do miolo drasticamente
aumentada e por isso indesejada, 7 dias apds a
cozedura no forno em comparagdao com o correspondente
pdo de controlo (Tabela 6). O pdo de trigo/centeio
contendo Shearzyme 500L tinha um teor de &gua que era
reduzido em cerca de 10% em comparagao com o do
correspondente pao de controlo, o que ¢é indesejado
(Tabela 6).

Foram feitos pdes a base de uma mistura de farinha de
endospermas de trigo e farinha de centeio numa
proporcao de 70:30 e foram adicionadas as seguintes
enzimas ou combinacdes de enzimas: a endoxilanase
termdéfila Shearzyme 500L em combinagdo com XBS, a

endoxilanase terméfila Shearzyme 500L em combinacéo

com XPH e a endoxilanase terméfila Tm-XynB de

Thermotoga maritima. Os pdes com endoxilanases
adicionadas tinham um nivel de S-AX superior a 2,0%
(p/p de DM) e um avDP entre 5 e 50 (Tabela 7). Ao
contrdrio dos pdes feitos de uma mistura de farinha
de endospermas de trigo e farinha de centeio numa
proporgdo de 30/70 (p/p), os pades tratados com
enzimas feitos com uma mistura de farinha de
endospermas de trigo e farinha de centeio numa
proporcao de 70:30 ndo sofreram deterioracdo nem da
textura nem das propriedades sensoriais. Pelo
contrdrio, a firmeza do miolo apdés 1 dia e apds 7
dias eram inferiores a do controlo sem enzimas
(Tabela 7). As massas tinham consisténcia e
processabilidade aceitdveis em comparagcdo com O
controlo isento de enzimas.

Niveis de S-AX acima de 2,0% e avDP dos S-AX entre 5
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e 50 foram também obtidos em pdes feitos com uma
mistura de farinha de endospermas de trigo e farinha
de centeio numa proporcdo de 75:25 e tratados com uma
combinacdo de PP MONO + XBS, PP MONO + XPH, ou PP
MONO + XBS + XPH (Tabela 7).

Noutra série de experiéncias a endoxilanase termdfila
Ecopulp TX200A e uma combinagdo de XBS + XPH + PP
MONO foram testadas em pdes feitos de uma mistura de
farinha de endospermas de trigo e farinha de centeio
numa proporcao de 75:25 (p/p), uma mistura de farinha
de endospermas de trigo, farinha de centeio e farelo
de centeio numa proporgdo de 80:10:10 (p/p) ou uma
mistura de farinha de endospermas de trigo, farinha
de centeio e farelo de centeio numa proporgado de
75:15:10 (p/p). Em todos os casos obteve-se um nivel
de S-AX muito acima de 1,9% (p/p de DM) e o avDP dos
S-AX era igual ou inferior a 33 (Tabela 7). As massas
tinham boa consisténcia e processabilidade. Os pades
de farinha de trigo/farinha de centeio tratados com
enzima e os pdes de farinha de trigo/farinha de
centeio/farelo de centeio tratados com enzimas tinham
valores da firmeza do miolo (medida quer apds 1 dia
quer apds 7 dias) que eram inferiores aos de um péao
de controlo isento de enzimas feito com 100% farinha
de endospermas de trigo (Tabela 7).

Exemplo 3:

Materiais:

As especificacdes das enzimas utilizadas estéo
indicadas no exemplo 1 e na Tabela 1.

A farinha de endospermas de trigo (branca) (Surbich
foi obtida de Dossche Mills & Bakery (Deinze,
Bélgica).

A preparagao de ingredientes ricos em AXOS foi feita
como se seque. Uma suspensdo de farelo de trigo em
dgua (1:7 p/v) foi em primeiro lugar tratada com uma
a-amilase termostavel (Termamyl 120Ls, Novozymes,

Bagsvaerd, Dinamarca; 1 pL/g de farelo de trigo)
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durante 90 min a 90 °C com agitacdo continua para
hidrolisar o amido. A suspensdo foi filtrada e o
filtrado eliminado. O residuo foi ressuspenso em agua
(1:7 p/v) e incubado com agitacdo continua durante 8
h a 52 °C com uma endoxilanase GH1l de Bacillus
subtilis (Grindamyl H640, Danisco, Dinamarca) a 11
unidades por g de farelo sem amido. Depois do
tratamento com endoxilanase, a suspensdo foi filtrada
com recuperac¢do do filtrado. Apds a inactivacdo da
enzima por tratamento (90°, 10 min), a solucdo foi
concentrada até 20% de matéria seca num evaporador de
queda de pelicula e finalmente seca num secador por
atomizagdo. A preparacgdo tinha um teor de AX soluveis
em adgua de 58% e o S-AX tinha um avDP de 9 e um grau
médio de substituic&o de arabinose de 0,25.

Técnicas analiticas:

A determinacgdo do teor de T-AX, S-AX e do DP médio de
DP de S-AX foram realizadas como descrito no exemplo
1.

Ensaios de cozedura no forno:

Os ensaios de cozedura no forno foram realizados como
descrito no exemplo 1. A quantidade apropriada de
agua, de preparagdo de endoxilanase e de preparacdo
de AXOS numa receita de massa foram como especificado
nas Tabelas.

Determinacdo da actividade das enzimas xilanoliticas:
A actividade das enzimas xilanoliticas foi
determinada como descrito no exemplo 1.

Atingir a quantidade alvo de 1,7% de S-AX com um grau
de polimerizacdo médio (avDP) entre 5 e 50 é dificil
de alcangcar sé com adigcdo de endoxilanase ao pao
feito de farinha com um teor de AX total inferior a
2,0% ou inferior a 2,5%, e. g. pdo feito com base em
farinha de endospermas de trigo, mesmo quando se
utiliza dose elevadas de endoxilanases (ver também a
Tabela 3). Na presente invencdo é proporcionado um

método para com vantagem se utilizar doses elevadas
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de endoxilanase em pdo de farinha de +trigo em
combinacdo com a adicdo de uma fonte exdégena de AXOS
com um DP médio entre 5 e 50. O método resulta
inesperadamente em pdo com um nivel muito elevado de
S-AX com um DP médio entre 5 e 50 e ndo apresentando
textura ou propriedades sensoriais indesejadas.

Foram feitos pdes e farinha de endospermas de trigo
sem adicdo de uma preparacgdo rica em AX0OS ou enzimas
endoxilanases (controlo), com adigcdo de 52800
unidades/kg de farinha da endoxilanase terméfila
Ecopulp TX200A e com adicdo de 52800 unidades/kg de
farinha de Ecopulp TX200A e 10 g/kg de farinha uma
preparacdo rica em AXO0OS isolada de farelo de trigo e
contendo 58% de S-AX com um avDP de 9.

O pd&o com a dose elevada de endoxilanase continha
1,69% (p/p) de S-AX com um avDP de 24, enquanto que o
pdo contendo a dose elevada de endoxilanase e a
preparagdo rica em AXOS continha 2,19% (p/p) de S-AX
com um avDP de 18 (Tabela 8). O pdo com a dose
elevada de endoxilanase e a preparagdo rica em AXOS
apresentou um aumento de volume de 13% versus o péao
de controlo e uma textura do miolo completamente
normal (Figura 1).

Exemplo 4:

Materiais:

EcopulpO TX200A (ECOP) é uma preparacgao comercial de
endoxilanase de qualidade técnica de AB Enzymes
(Darmstadt, Alemanha) produzida através da expressao
recombinante de um mutante terméfilo de um gene de
endoxilanase GH1l de Trichoderma longibrachiatum.
PentopanCD Mono BG (PP MONO) & uma preparagao de
endoxilanase de qualidade alimentar de Novozymes
(Bagsvaerd, Dinamarca) preparada por expressao
recombinante em Aspergillus oryzae de um gene de
endoxilanase GH1l de Thermomyces lanuginosus.

A farinha de trigo integral (Integraal CylinderCD)
foi obtida de Ceres (Bruxelas, Bélgica).
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Ensaios de cozedura no forno:

Os ensaios de cozedura no forno foram realizados como
explicado no Exemplo 1 e utilizando farinha de trigo
integral 67% (p/p) de &gua na farinha. Adicionou-se a
massa diferentes dosagens de EcopulpQ TX200A (ECOP):
respectivamente 0; 2,5; 5; 40; 100; 200
microlitros/kg de farinha e PentopanO Mono BG (PP
MONO) : respectivamente 0; 80; 200; 400; 800 mg/kg de
farinha.

O volume do pédo foi avaliado, duas horas apds a
cozedura no forno, pelo método do deslocamento das
sementes de colza.

O aumento do volume do pdo devido a adigdo de
endoxilanase mostrado nas Figuras 2A e 2B. Para se
obter 90% do aumento do volume maximo foi preciso
adicionar respectivamente 35 microlitros de EcopulpO
TX200A ou 170 mg de PentopanO Mono a massa. Sao
libertados mais de 1,7% (p/p) de S-AX com um grau de
polimerizacdo médio inferior a 30 quando se adiciona
100 microlitros de EcopulpC> TX200A ou 2,8 vezes a
dosagem para obter 90% do aumento de volume maximo
com esta enzima. Sao libertados mais de 1,7% (p/p) de
S-AX com um grau de polimerizacdo médio inferior a 30
quando se adiciona 800 mg de PentopanCD Mono, ou 4,7
vezes a dosagem para obter 90% do aumento de volume
méximo com esta enzima.
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REIVINDICACOES

1. Método para aumentar num produto cozido no forno o
nivel de arabinoxilanos soluveis em 4&gua, apdés cozedura
no forno com um grau de polimerizacdo médio na gama de 5
a 50, de um modo preferido, na gama de 5 a 35, de um modo

mais preferido, na gama de 5 a 25, caracterizado pelo

fato de compreender o referido método os passos de:

- Preparacdo de uma massa para um produto cozido no forno
com farinha ou uma mistura de farinhas tendo um teor
total de arabinoxilanos de, pelo menos, 2,5% (p/p, % do
peso seco), e

- Adicdo a referida massa de uma preparagao enzimatica
compreendendo, pelo menos, uma endoxilanase terméfila
numa quantidade, pelo menos, 2 vezes maior, de um modo
preferido, pelo menos, 3 a 6 vezes maior ou até 10 vezes
maior do que a dose que confere 90% do aumento maximo do
volume do pdo obtido por adigcdo dessa preparagao
enzimatica a receita do referido produto cozido no forno.
2. Método para aumentar num produto cozido no forno o
nivel de arabinoxilanos soluveis em Aagua, apds cozedura
no forno com um grau de polimerizag¢do médio na gama de 5
a 50, de um modo preferido, na gama de 5 a 35, de um modo

mais preferido, na gama de 5 a 25, caracterizado pelo

fato de compreender o referido método os passos de:

- Preparacdo de uma massa para um produto cozido no forno
com uma mistura de uma ou mais fracgdes de moagem
compreendendo, pelo menos, 40% (p/p), de um modo
preferido, pelo menos, 50%, de um.modo mais preferido
pelo menos 60%, ainda de um modo mais preferido, pelo
menos, 70% de farinha derivada de trigo, tendo a referida
mistura um teor total de arabinoxilanos de, pelo menos,
2,5% (p/p, % do peso seco), e

- Adicdo a referida massa de uma preparag¢do enzimatica
compreendendo, pelo menos, uma endoxilanase terméfila
numa quantidade, pelo menos, 2 vezes maior, de um modo
preferido, pelo menos, 3 a 6 vezes maior ou até 10 vezes

maior do que a dose que confere 90% do aumento méximo do
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volume do pdo obtido por adigdo dessa preparagao
enzimdtica a receita do referido produto cozido no forno.
3. Método, de acordo com qualguer uma das reivindicacgdes

1 ou 2, caracterizado pelo fato de a massa é preparada

com uma mistura de uma ou mais frac¢des de moagem, tendo
a referida mistura um teor total de arabinoxilanos de,
pelo menos, 2% (p/p, % do peso seco) e, em que aléem da
referida preparacédo enzimdtica compreendendo, pelo menos,
uma endoxilanase terméfila é ainda adicionada, pelo
menos, uma endoxilanase altamente selectiva para WU-AX a
referida massa.

4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes

de 1 a 3, caracterizado pelo fato de a referida

quantidade é uma quantidade suficiente para proporcionar
no referido produto cozido no forno, apds cozedura no
forno, um nivel dos referidos arabinoxilanos soluveis em
agua de, pelo menos, 1,56 g/100 g de matéria seca até 7
g/100 g de matéria seca.

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des

de 1 a 4, caracterizado pelo fato de a referida

quantidade é uma quantidade suficiente para proporcionar,
no referido produto cozido no forno, apds cozedura no
forno, um nivel dos referidos arabinoxilanos soluveis em
agua de, pelo menos, 1,7 g/100 g de matéria seca até 7
g/100 g de matéria seca.

6. Método, de acordo com gqualquer uma das reivindicag¢des

de 1 a 5, caracterizado pelo fato de em que a referida

quantidade é uma quantidade suficiente para proporcionar,
no referido produto cozido no forno, apds cozedura no
forno, um nivel dos referidos arabinoxilanos soluveis em
dgua de, pelo menos, 1,8, de um modo preferido 1,9, de um
modo mais preferido 2,0 g/100 g de matéria seca até 7
g/100 g de matéria seca.

7. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes

de 1 a 6, caracterizado pelo fato de a referida

endoxilanase é uma endoxilanase termdéfila de Trichoderma

longibrachiatum, Aspergillus aculeatus, Thermomyces
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lanuginosus e/ou Thermotoga maritima, de um modo mais
preferido, wuma endoxilanase terméfila de Trichoderma
longibrachiatum, Thermomyces lanuginosus e/ou Thermotoga
maritima.

8. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes

de 1 a 7, caracterizado pelo fato de ser adicionada a

referida massa, pelo menos uma, endoxilanase altamente
selectiva para WU-AX.
9. Método, de acordo com gualquer uma das reivindicacg¢odes

de 1 a 8, caracterizado pelo fato de ser adicionada a

referida massa, pelo menos, uma enzima seleccionada do
grupo consistindo em alfa-L-arabinofuranosidases, metil
glucuronidases, feruloil esterases, beta-glucanases e
celulases.

10. Método, de acordo com qualquer das uma das

reivindicagcdes de 1 a 9, caracterizado pelo fato de a

referida farinha ¢é farinha de endospermas de trigo,
farinha de trigo integral ou uma mistura de farinha de
trigo integral e farinha de endospermas de trigo.

11. Método, de acordo com gqualquer uma das reivindicagdes

de 1 a 10, caracterizado pelo fato de a referida mistura

de uma ou mais fraccdes de moagem compreende ainda farelo
a um nivel inferior a 25% (p/p).
12. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes

de 1 a 10, caracterizado pelo fato de a referida mistura

de uma ou mais fraccdes de moagem compreende, ainda,
farelo a um nivel inferior a 20% (p/p).
13. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

11 ou 12, caracterizado pelo fato de o referido farelo é

seleccionado do grupo consistindo em farelo de trigo
enriquecido em aleurona, farelo de centeio enriquecido em
aleurona, farelo de centeio, farelo de trigo, farelo de
cevada, farelo de milho e/ou farelo de arroz, de um modo
preferido do grupo consistindo em trigo, farelo de trigo
enriquecido em aleurona, farelo de centeio enriquecido em
aleurona e/ou farelo de centeio.

14. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
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de 1 a 13, caracterizado pelo fato de a referida mistura

de uma ou mais fraccgdes de moagem compreende, ainda,
farinha derivada de centeio a um nivel inferior a 50%
(p/p), de um modo preferido inferior a 40% (p/p), ainda
de um modo mais preferido inferior a 30% (p/p).

15. Método, de acordo com a reivindicacéao 14,

caracterizado pelo fato de a referida farinha derivada de

centeio é farinha de endospermas de centeio, farinha de
centeio integral ou uma mistura de farinha de centeio
integral e farinha de endospermas de centeio.

16. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes

de 1 a 15, caracterizado pelo fato de a referida massa é

adicionalmente suplementada com um ingrediente
compreendendo arabinoxilano soluvel em &gua com um grau
de polimerizacdo médio na gama de 5 a 50, de um modo
preferido, na gama de 5 a 35, de um modo mais preferido,
na gama de 5 a 25.

17. Método para aumentar num produto cozido no forno o
nivel de arabinoxilanos soluveis em &agua, apds cozedura
no forno, com um grau de polimerizag¢do médio na gama de 5
a 50, de um modo preferido na gama de 5 a 35, de um modo
mais preferido, na gama de 5 a 25, para um nivel acima de
1,56 g/100 g de matéria seca, acima de 1,7 g/100 g de
matéria seca, acima de 1,75 g/100 g de matéria seca, de
um modo preferido, para um nivel de, pelo menos, 1,9

g/100 g de matéria seca, caracterizado pelo fato de

compreender o referido método os passos de:

- Preparacdo de uma massa para um produto cozido no forno
com uma mistura de uma ou mals fracgdes de moagem
compreendendo, pelo menos, 40% (p/p)., de um modo
preferido, pelo menos, 50%, de um modo mais preferido,
pelo menos, for 60%, ainda de um modo mais preferido,
pelo menos, 70% de farinha derivada de trigo,

- Adicdo a referida massa de uma preparacgdo enzimitica
compreendendo, pelo menos, uma endoxilanase, numa
quantidade, pelo menos, 2 vezes maior, de um modo

preferido, pelo menos, 3 a 6 vezes maior ou até 10 vezes
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maior do que a dose que confere 90% do aumento maximo do
volume do pdo obtido pela adigdo dessa preparacao
enzimatica & receita do referido produto cozido no forno,
bem como um ingrediente compreendendo, pelo menos, 8%
(p/p%, do teor total) de arabinoxilanos sollveis em &agua
com um grau de polimerizacdo médio na gama de 5 a 50, de
um modo preferido, na gama de 5 a 35, de um modo mais
preferido, na gama de 5 a 25.

18. Método, de acordo com a reivindicacao 17,

caracterizado pelo fato de a referida endoxilanase é uma

endoxilanase terméfila, de um modo preferido €& uma
endoxilanase terméfila de Trichoderma longibrachiatum,
Aspergillus aculeatus, Thermomyces lanuginosus, e/ou
Thermotoga maritima, de um modo mais preferido & uma
endoxilanase terméfila de Trichoderma longibrachiatum,
Thermomyces lanuginosus e/ou Thermotoga maritima.

19. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes

17 a 18, caracterizado pelo fato de ser adicionada a

referida massa, pelo menos, uma endoxilanase altamente
selectiva para WU-AX.
20. Método, de acordo com qualguer uma das reivindicacgdes

de 17 a 19, caracterizado pelo fato de ser adicionada a

referida massa, pelo menos, uma enzima seleccionada do
grupo consistindo em alfa-L-arabinofuranosidases, metil
glucuronidases, feruloil esterases, beta-glucanases e
celulases.

21. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagodes

de 17 a 20, caracterizado pelo fato de a mistura de

fracgbes de moagem é conforme definida na reivindicagao 2
ou conforme definida nas reivindicacdes 11 a 15.
22. Produto cozido no forno, com um nivel de pelo menos,

1,56 g/100g de matéria seca, caracterizado pelo fato de

de um modo preferido, pelo menos, 1,7 g/100 g de matéria
seca, de um modo mais preferido, pelo menos, 1,75 g/100 g
de matéria seca e até 7 g/100 g de matéria seca de
arabinoxilanos soluveis em agua tendo um grau de

polimerizagdo médio na gama de 5 a 50, de um modo
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preferido na gama de 5 a 35, de um modo mais preferido na
gama de 5 a 25, podendo o referido produto ser conforme
definido por qualquer uma das reivindicacgdes de 1 a 22.

23. Composigdo adequada para a preparag¢do de um produto
cozido no forno, conforme definida na reivindicacdo 22,

caracterizado pelo fato de compreender a referida

composicdo, pelo menos, uma endoxilanase terméfila,
compreendendo ainda, pelo menos, um, de um modo
preferido, pelo menos, 2 1ingredientes seleccionados do
grupo consistindo em gluten, amido, aditivos, tais como
emulsionantes (e. g. monoglicéridos, diglicéridos,
ésteres do &cido diacetil tartarico de monoglicéridos
(DATEM) , lactilatos de estearoilo, lecitina e
semelhantes), enzimas (e. g. xilanases, alfa-amilases,
lipases, oxido redutases, proteases), compostos redutores
(e. g. «cisteina), compostos oxidantes (e. g¢g. éacido

ascdrbico, azodicarbonamida e bromato), hidrocoldéides e

prebidticos (e. g- galactooligossacéaridos,
arabinooligossacéaridos, xilooligossacaridos,
frutooligossacaridos, inulina, amido resistente,

dextrinas resistentes,...).
24. Composicgdo, de acordo com a reivindicacgdo 23,

caracterizado pelo fato de ser uma composicdo de

-

melhorador, liquido ou pd, ou que ¢é uma mistura
optimizada pronta a utilizar.
25. Composicao, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 23 ou 24, caracterizado pelo fato de

compreender ainda, pelo menos, uma enzima seleccionada do
grupo consistindo em alfa-L-arabinofuranosidases, metil
glucuronidases, feruloil esterases, beta-glucanases,
celulases e endoxilanases altamente selectivas para WU-
AX.

26. Massa para um produto cozido no forno, caracterizado

pelo fato de compreender uma mistura de uma ou mais
fracgdes de moagem compreendendo, pelo menos, 40% (p/p),
de um modo preferido, pelo menos, 50%, de um modo mais

preferido, pelo menos, 60%, ainda de um modo mais
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preferido, pelo menos, 70% de farinha derivada de trigo,
tendo a referida mistura um teor total de arabinoxilanos
de, pelo menos, 2,0% e de um modo preferido, pelo menos,
2,5% (p/p) e compreendendo a referida massa uma
quantidade de, pelo menos, uma endoxilanase termdfila
suficiente para proporcionar, apdés cozedura no forno, um
produto cozido no forno com um nivel de arabinoxilanos
solaveis em agua tendo um grau de polimerizacdo médio na
gama de 5 a 50, de um modo preferido, na gama entre 5 a
35, de um modo mais preferido, na gama de 5 a 25, nivel
esse que é, pelo menos, igual a, de um modo preferido é
superior a 1,56 g/100 g de matéria seca, superior a 1,7
g/100 g de matéria seca e até 7 g/100 g de matéria seca.

27. Massa, de acordo com a reivindicacéao 20,

caracterizado pelo fato de compreender ainda, pelo menos,

uma enzima seleccionada do grupo consistindo em alfa-L-
arabinofuranosidases, metil glucuronidases, feruloil
esterases, beta-glucanases, celulases e endoxilanases
altamente selectivas para WU-AX.

28. Massa, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes

26 ou 27, caracterizado pelo fato de a referida mistura

de fracgbes de moagem é uma conforme definido em qualquer
uma das reivindicacbes 11 a 15.

29. Produto cozido no forno, caracterizado pelo fato de

ser preparado a partir de uma massa conforme definida em
qualquer uma das reivindicacdes 26 a 28.
30. Utilizagdo de uma massa, conforme definida em

qualquer uma das reivindicagcbdes 26 a 28, caracterizado

pelo fato de preparar um pdo ou de um produto de
pastelaria com um nivel aumentado de arabinoxilanos
soluveis em agua tendo um grau de polimerizacdo médio na
gama de 5 a 50, de um modo preferido na gama de 5 a 35,
de um modo mais preferido na gama de 5 a 25.

31. Produto cozido no forno, caracterizado pelo fato de

compreender, pelo menos, uma endoxilanase terméfila e
produto esse que tem um nivel de, pelo menos, 1,56 g/100

g, pelo menos 1,7 g/100 g de matéria seca, e até 7 g/100
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g de matéria seca, de arabinoxilanos soluveis em agua com
um DP médio na gama de 5 a 50, de um modo preferido, na
gama de 5 a 35, ainda de um modo mais preferido, na gama
de 5 a 25.

32. Produto cozido no forno, de acordo com a

reivindicag¢do 31, caracterizado pelo fato de a quantidade

total do referido arabinoxilano soluvel em 4&gua ¢é
derivada de arabinoxilano presente na receita do produto
cozido no forno.

33. Produto cozido no forno, de acordo com a

reivindicagcao 31, caracterizado pelo fato de a maior

parte do referido arabinoxilano solivel em A&agua ¢é
derivada de arabinoxilano presente na receita do produto

cozido no forno.
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RESUMO

“METODO PARA AUMENTAR NUM PRODUTO COZIDO NO FORNO O
NiVEL DE ARABINOXILANOS SOLUVEIS EM AGUA, PRODUTO
cOzIDO NO FORNO, COMPOSIGAO ADEQUADA PARA A PREPARAGAO
DE UM PRODUTO COZIDO NO FORNO, MASSA PARA UM PRODUTO
CcOZIDO NO FORNO E UTILIZAGAO DE UMA MASSA”.

A presente invencao refere-se a um método para aumentar
num produto cozido no forno, apbés cozedura no forno, ©
nivel de arabinoxilanos soluveis em agua ¢com um grau de
polimerizagado médio na gama de 5 a 50, de um modo
preferido, na gama de 5 a 35, de um modo mais preferido
na gama de 5 a 25, compreendendo © referido método ©s
passos de:- Preparagao de uma massa para um produto
cozido no forno com farinha, uma mistura de farinhas ou
uma mistura de farinha(s) com fracgdes de moagem tendo
um teor total de arabinoxilanos de, pelo menos, 2,0%,
de um.,modo preferido, pelo menos, 2,5%, e - Adicgdo, a
referida massa, de uma preparagao enzimdtica
compreendendo, pelo menos, uma endoxilanase terméfila
numa quantidade, pelo menos, 2 vezes maior, de um modo
preferido, pelo menos, 3 a 6§ vezes maior ou até 10
vezes maior do que a dose que confere 90% do aumento
maximo do volume do pao obtido por adigcado dessa

preparagao enzimatica e&; receita do referido produto

cozido no forno. Com vantagem com O referido método

pode obter-se produtos cozidos no forno que tém um
nivel de arabinoxilano do tipo desejado de, pelo menos,

1,7%, de um modo mais preferido pelo menos 1,75%, tal

. como pelo menos 1,8%, 1,9% ou 2,0%. A presente invengao

refere-se ainda a produtos cozidos no forno que podem
ser obtidos por este método e a um melhorador e uma
massa gque podem ser utilizados para a preparagao desses
produtos. Os pfodutos cozidos no forno de acordo com a
invengao, com vantagem, tém beneficios melhorados para

saude.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS
	ABSTRACT

