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DESCRIPCION
Método de produccion de harina de trigo integral estabilizada
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para prolongar el periodo de validez de las harinas integrales
mediante la inhibiciéon o la reduccién de las enzimas que producen rancidez. El método de la presente invencién
proporciona harinas integrales estabilizadas.

Antecedentes

El contenido de &acidos grasos libres de la harina integral aumenta durante el almacenamiento, lo que da lugar,
posteriormente, al sabor rancio y al corto periodo de validez de la harina integral y los productos elaborados con la harina
integral. La lipasa es la enzima en la harina integral que hidroliza los lipidos para producir acidos grasos libres. Las harinas
integrales de trigo que contienen salvado y germen son menos estables que las harinas de trigo refinadas porque,
generalmente, las enzimas responsables de la produccién de &cidos grasos libres y rancidez y los lipidos sobre los que las
enzimas actuan se eliminan en gran medida con el salvado y el germen durante la molienda de los granos o semillas
enteras para producir harinas de trigo refinadas blancas. El almacenamiento de las harinas de trigo integrales durante un
periodo de tan solo 30 dias a 75 °F puede dar lugar a la aparicién de aromas y sabores indeseables en productos
fabricados con la harina integral. En paralelo con la aparicién de malos sabores se produce un aumento en la cantidad de
acidos grasos libres en las harinas, correlacionado con un aumento de la tasa de absorcién de oxigeno de las harinas y la
formacion de los componentes oxidativos de rancidez. La disminucién del tamafo de particula aumenta la velocidad y la
extension del deterioro de los componentes del grano. El tratamiento con calor y humedad se utiliza habitualmente para
inactivar enzimas responsables del deterioro de la harina, aunque se ha demostrado recientemente que contribuyen a la
rancidez oxidativa medido por la formacion de hexanal, un marcador habitual utilizado para detectar la rancidez oxidativa,
en harina de avena. Se cree que este aumento de la rancidez oxidativa se debe a la desintegracion de las estructuras
celulares, tal como mediante molienda y tratamiento con calor y humedad, que tienden a estabilizar los lipidos, o a la
inactivacion de antioxidantes labiles frente al calor. Ademas, el uso de calor y humedad para inactivar enzimas tiende a dar
lugar a la desnaturalizacion de proteinas y la gelatinizacion del almidén, lo que puede influir negativamente en la
funcionalidad de la proteina y la funcionalidad del almidén, lo que a su vez puede influir negativamente en las
caracteristicas de capacidad de procesamiento mecanico de la masa y de horneado. Al aumentar las temperaturas de
estabilizacién, el contenido de humedad y los tiempos de tratamiento para lograr una mayor inactivacion enzimatica tiende
a exacerbar los problemas con la funcionalidad de la proteina y la funcionalidad del almidén.

La lipasa, que causa la ranciedad hidrolitica en los productos molidos de trigo no germinado y en buen estado se
encuentra casi exclusivamente en el componente de salvado. La otra enzima degradadora de lipidos clave, la
lipoxigenasa (LPO), esta presente casi exclusivamente en el germen y también esta implicada en la aparicion de
rancidez. Por lo tanto, las harinas de trigo que contienen salvado o harinas graham son mucho mas susceptibles a la
aparicion de enranciamiento que las harinas blancas que contienen poca o ninguna cantidad de salvado y germen.

La degradacion de lipidos catalizada por enzimas que se produce en las harinas de trigo de extraccion alta, que
produce enranciamiento en este tipo de harina, se considera producida por la accién de la lipasa seguida por la accién
de la LPO. Se cree que cuando la lipasa, la enzima que se encuentra casi exclusivamente en la parte del salvado del
grano, se activa durante la molienda, reacciona con los aceites inestables que se encuentran de modo natural en el
grano y descompone los aceites inestables a sus free fatty acids (acidos grasos libres - FFA). Este proceso puede
tardar semanas o incluso meses. A continuacién, LPO, la enzima que se encuentra casi exclusivamente en la porcién
del germen del grano, oxida los FFA en presencia de oxigeno, produciendo productos de degradacién volatiles tales
como peroxidos que, a su vez, generan aldehidos de rancidez. En ausencia de humedad, la oxidacién de los FFA es
también un proceso muy lento que puede durar incluso varias semanas hasta que se puedan detectar cantidades
notables de los aldehidos de enranciamiento. Sin embargo, en presencia de humedad, o agua, que se afnade
normalmente a la harina de trigo en grandes cantidades durante la etapa de amasado, la oxidacion catalizada por
enzimas de los &cidos grasos libres tiende a proceder en gran medida muy rédpidamente, causando la formacion de
grandes cantidades de aldehidos rancios en un plazo de solo unos pocos minutos.

En W099/37169 se describe un grano adecuado para usar en productos horneados que se ha inducido de modo
que tuviera una extensa red capilar capaz de embeber rapidamente la humedad.

En EP 1900290 se describe un procedimiento de limpieza, decoloracion y desinfeccion para grano de trigo. En
RU2220001 se describe un método de preparacion del grano para una molienda de harina.

En US2930699 se describe un método de molienda de determinados granos de cereales.

En US3832472 se describe un producto de trigo que comprende endosperma en el que la estructura celular esta
completamente alterada y dispersa.

En consecuencia, existe desde hace mucho tiempo la necesidad de contar con un método para producir una
harina integral estabilizada frente a la degradacion enzimatica.
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Resumen
La presente invencién proporciona un método como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Una harina estabilizada (que no pertenece a la invencién), tal como harina de trigo integral estabilizada, que presenta un
periodo de validez inesperadamente mayor y una funcionalidad de horneado de galleta superior, se puede producir con o
sin calentamiento para inhibir o inactivar la lipasa sometiendo granos enteros o una fraccion o componente de salvado y
germen a tratamiento con un inhibidor de lipasa para obtener una harina estabilizada que tiene un contenido de acidos
grasos libres inferior a 3.000 ppm cuando se almacena a 37,8 °C (100 °F) durante 30 dias, en donde las cantidades del
inhibidor durante el tratamiento son de 1 mol a 5 moles de inhibidor por 45,4 kg (100 libras) de granos enteros. El
tratamiento con el inhibidor de lipasa se suministra en una solucién acuosa con una concentracion de 2 a 7 molar y puede
reducir el pH de la fraccién o componente de harina integral, salvado y germen a un pH inferior a 6, preferiblemente inferior
o igual a 5,8, por ejemplo, de 4,4 a 5,8. El tratamiento con el inhibidor de lipasa se puede realizar durante el atemperado de
los granos enteros o durante la hidratacion de la fraccion o componente de salvado y germen para obtener un contenido
final de humedad en los granos enteros de 10 % en peso a 14 % en peso, con respecto al peso de los granos enteros;.

En la presente memoria se describe un método (que no pertenece a la invencion) para producir harina integral estabilizada
que incluye salvado, germen y endosperma, con un periodo de validez prolongado y una funcionalidad de horneado
mejorada e incluye las etapas de tratar el salvado y el germen con un inhibidor de lipasa; y producir una harina integral
estabilizada en donde la gelatinizacién del almidon puede ser inferior a 10 %, medida mediante calorimetria diferencial de
barrido y en donde la capacidad de retencién de disolvente del acido lactico es superior a 70 %.

En la presente descripcién se describe una harina integral estabilizada (que no pertenece a la invencion) que incluye
salvado, germen y endosperma con un periodo de validez mas largo y una funcionalidad de horneado mejorada, en donde
la harina integral estabilizada tiene un contenido en acidos grasos libres inferior a 4.200 ppm cuando se almacena a
37,8 °C (100 °F) durante 30 dias, una gelatinizacién de almidén inferior a 10 %, medida mediante calorimetria diferencial
de barrido y en donde la capacidad de retencién de disolvente de &cido lactico es superior a 70 %.

En la presente memoria se describe un método (que no pertenece a la invencién) en el que el salvado y el
germen se pueden tratar con el inhibidor de lipasa después de la molienda de los granos enteros.

En la presente memoria se describen articulos horneados (que no pertenecen a la invencion) proporcionados que
contienen harina integral estabilizada, al menos un azlcar, al menos un aceite o grasa, y un inhibidor de lipasa que
estabiliza la harina integral, donde los productos horneados tienen cualidades sensoriales positivas aumentadas y
propiedades sensoriales negativas disminuidas en comparacion con un control producido sin tratamiento de estabilizacion
0 usando estabilizacion por calor solamente sin inhibidor de lipasa, en al menos 3 %, basado en la evaluacién sensorial
realizada por un panel de expertos del gusto utilizando una escala de 1 a 100 donde una puntuacion de 1 tiene la
intensidad minima y una puntuacion de 100 tiene la méxima intensidad de la propiedad sensorial.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra un diagrama esquematico de bloques del proceso para la produccion de harina integral
estabilizada donde el tratamiento de granos enteros con un inhibidor de lipasa se realiza durante el atemperado
segun los métodos de la presente invencién.

La Figura 2 muestra un diagrama esquematico de bloques del proceso para la produccion de harina integral
estabilizada en la que se trata una fracciéon o componente de salvado y germen con un inhibidor de lipasa segun
métodos de la presente invencién.

La Figura 3 es una representacion que muestra el efecto del pH en la actividad de lipasa extraible para las
harinas integrales del ejemplo 2.

La Figura 4 es una representacién de los acidos grasos libres totales formados después de 30 dias a 33,3 °C
(92 °F) en funcion del pH inicial de la harina integral del ejemplo 3.

La Figura 5 es una representacién que muestra el efecto de la concentracién del acido y del tipo de acido en la
supresion de acidos grasos libres formados en la harina integral del ejemplo 3.

La Figura 6 es una representacion de andlisis bivariable que muestra el efecto del acido lactico y el nivel de agua
de atemperado en el contenido de acidos grasos libres de la harina integral del ejemplo 7 después de 28 dias a
33,3 °C (92 °F).

La Figura 7 es una representacion que muestra el efecto del tiempo de atemperado y la cantidad de acido lactico afadido
en la resistencia de la harina medido mediante el valor de SRC del acido lactico para las harinas integrales del ejemplo 7.
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La Figura 8 es una representacion que muestra la formacion de free fatty acid (acidos grasos libres - FFA) en la
harina integral final del ejemplo 7 en funcién de la concentracion de &cido y la cantidad aplicada al trigo.

La Figura 9 es una representacion que muestra el pH en funcién de la concentracion de acido para la harina de
salvado fino y de reduccion del ejemplo 7.

La Figura 10 es una representacién que muestra los free fatty acid (acidos grasos libres - FFA) formados en la
harina integral del ejemplo 7 en funcién del pH y de la concentracién de acido aplicado al trigo.

La Figura 11 es una representacion que muestra el efecto de la concentracion del &cido lactico en el agua de
atemperado en la relacién de SRC de &cido lactico/SRC de agua de la harina integral del ejemplo 7 al cabo de 28
dias a 33,3 °C (92 °F).

La Figura 12 es una representacion que muestra el efecto de la concentracién de acido lactico en el agua de
atemperado en la relacién de SRC de acido lactico/SRC de agua de la harina integral del ejemplo 7 al cabo de 28
dias a 33,3 °C (92 °F).

Descripcion detallada de la invencion

Se hara referencia ahora a determinados aspectos detallados de diversas realizaciones de la invencién. Debe
entenderse que los detalles especificos descritos en la presente memoria no deben interpretarse como limitantes,
sino meramente como una base representativa de cualquier aspecto de la invencion.

Excepto en los ejemplos, o donde se indique de forma expresa otra cosa, todas las cantidades numéricas en esta
descripciéon que indican cantidades de material y/o uso deben entenderse como modificadas por el término
“aproximadamente” en la descripcion del alcance mas amplio de la invencién. Se prefiere generalmente la
préactica en los limites numéricos indicados.

Se entiende también que la presente invencion no esta limitada a las realizaciones y métodos especificos
descritos a continuacion.

Ademaés, la terminologia utilizada en el presente documento se usa solo a fines de describir realizaciones concretas de la
presente invencion y no se pretende que la limiten en ningiin modo. En particular, las figuras no estan dibujadas a escala.

Debe sefialarse también que, como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, la forma
singular “un” “uno/a” y “el” comprende los referentes plurales a no ser que el contexto dicte claramente otra cosa. Por
ejemplo, la referencia a un componente en el singular, se pretende que comprenda una pluralidad de componentes.

El término “grano entero” incluye el grano en su totalidad, por ejemplo, como grano de trigo o endospermo, antes
de cualquier procesamiento. Como ha indicado la U.S. Food and Drug Administration (FDA) en el proyecto de
directrices del 15 de febrero de 2006, y como se usa en el presente documento, el término “grano entero” incluye
granos de cereales que consisten en el fruto intacto, molido, partido o en forma de copos de los granos cuyos
componentes principales -el endospermo amilaceo, el germen y el salvado- estan presentes en las mismas
proporciones relativas en que existen en el grano intacto. La FDA resefié que dichos granos pueden incluir
cebada, alforfén, trigo bulgur, maiz, mijo, flee, centeno, avena, sorgo, trigo y arroz silvestre.

El término “producto de harina de trigo refinada” es una harina de trigo que cumple los estandares de la FDA para
un producto de harina de trigo refinada de un tamano de particulas en que no menos de 98 % pasa a través de un
tamiz de malla U.S. 70 (210 micrometros).

El término “molturaciéon” como se usa en la presente memoria incluye las etapas de estiramiento, rotura, tamizado
y clasificacion del grano entero para separarlo en sus partes constituyentes, que puede dar también como
resultado alguna reduccion del tamaro de particulas de las partes constituyentes.

El término “molienda” como se usa en la presente memoria incluye cualquier proceso dirigido a reducir el tamafo
de particulas, incluyendo, aunque no de forma limitativa las particulas que colisionan entre si o reducir
mecanicamente el tamafo de particulas.

El término “atemperacion” como se usa en el presente documento es el proceso de anadir agua al trigo antes de
la molienda para endurecer el salvado y suavizar el endospermo del grano y de este modo mejorar la eficacia de
separacion de la harina.

El término “hidratacién” o “hidratacion posterior” como se usa en la presente memoria se refiere a la etapa de
ajustar la hidratacién posterior a la molturacién o posterior a la molienda para ajustar el contenido de humedad de
un constituyente individual y/o ajustar el contenido de humedad de la harina final.
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También, como se usa en la presente memoria, la “inhibicién” de la lipasa o enzima significa que la lipasa o enzima ya
no produce su producto enzimatico o tiene sustancialmente reducida la producciéon de su producto enzimatico. El
término “inhibicién” como se usa en la presente memoria incluye ademas la inactivacion de la lipasa, en donde la lipasa
0 enzima se inactiva o se inactiva sustancialmente. Por ejemplo, la inhibicién de la lipasa significa que la enzima lipasa
no esté hidrolizando los triglicéridos y liberando los &cidos grasos en la harina. La inhibicion o la capacidad de la enzima
para producir su producto enzimatico puede ser reversible o irreversible. Por ejemplo, el calentamiento de una enzima
para desnaturalizar la enzima puede inactivar de forma irreversible la enzima. El tratamiento con un inhibidor enzimatico
puede inactivar de forma reversible o irreversible una enzima. Por ejemplo, el tratamiento acido para inhibir la lipasa
reduce la produccion del producto enzimatico, es decir, la formacién de acidos grasos libres. Sin embargo, con la
inhibicion reversible, puede seguir existiendo actividad enzimatica extraible o actividad lipasa medible. Cuando se
extrae la enzima para medir su actividad, se puede eliminar la inhibicién de su actividad colocando la enzima en un
entorno de pH mas alto en donde su actividad se restaura o invierte. También, el tratamiento &cido puede disminuir el
pH en tal extensién que la inhibicion de la lipasa es irreversible, o la inactivacion de la lipasa es irreversible, de tal
manera que existe la formacion reducida del producto enzimatico y una menor actividad de la enzima extraible.

En otras realizaciones, toda o parte de la lipasa se puede inhibir o inactivar de forma reversible o irreversible. En
realizaciones de la invencion, la totalidad o una parte de la lipasa se puede inhibir o inactivar primero de forma reversible
en una primera etapa de estabilizacién y a continuacion inhibir o inactivar de forma irreversible en una segunda etapa de
estabilizacion. El inhibidor de lipasa puede retenerse en la fraccion o componente de harina integral o salvado y germen
para inhibir o inactivar sustancialmente la lipasa para reducir sustancialmente la formacién de acidos grasos libres, sobre la
cual la lipoxigenasa actuaria si no para producir en Ultima instancia aldehidos de rancidez. En otra modalidad, el inhibidor
de lipasa reduce la formacién de acidos grasos libres y permite la reduccién de la cantidad de exposicién de la fracciéon o
componente de grano integral, salvado y germen, o almidén a la alta temperatura y humedad que se dan con
estabilizacién térmica. La exposicion reducida ayuda a evitar la excesiva gelatinizacion del almidén y la desnaturalizacién o
alteracion de la proteina, lo que puede influir negativamente en la capacidad de procesamiento mecanico de la masa, la
funcionalidad del almidon y las caracteristicas de horneado. Se ha descubierto que el uso del inhibidor de lipasa para
inhibir o inactivar de forma reversible la lipasa de forma inesperada hace que la lipasa tenga mayor tendencia a destruir o
desnaturalizar o inactivar de forma permanente la lipasa con el calor. El empleo del inhibidor de lipasa con estabilizacion
térmica proporciona de forma inesperada cantidades inferiores de lipasa viva o activa o actividad de lipasa extraible, o
produccion de &cidos grasos libres. La reduccion sustancial en la produccion de acidos grasos libres se logra con la
gelatinizacion reducida de almiddn y la desnaturalizacion o alteracion de la proteina con temperaturas de estabilizacion
mas bajas, menos agua, o tiempos de estabilizacién mas cortos incluso cuando se emplea un triturado muy fino.

Harina integral y el problema de enranciamiento

Como se ha expuesto anteriormente, el problema del enranciamiento es un problema que limita el periodo de validez
de las harinas integrales. Se han propuesto varias teorias, algunas de las cuales se detallan a continuacién, pero no
se pretende que ninguna de ellas limite cualquiera de las realizaciones descritas en la presente memoria.

El enranciamiento en productos de cereales puede deberse a reacciones de degradacion hidrolitica (enzimatica) u
oxidativa, o ambas. A menudo, la hidrélisis puede predisponer a los productos al posterior enranciamiento
oxidativo. La naturaleza ha proporcionado numerosos rasgos protectores a las semillas para prevenir el
enranciamiento y el deterioro, permitiendo a las semillas sobrevivir a periodos de condiciones adversas antes de
alcanzar un entorno adecuado para la germinaciéon y el crecimiento. Es menos probable que aparezca
enranciamiento cuando los materiales lipidos, por ejemplo, aceite de semillas, no pueden interactuar con
reactivos o catalizadores tales como aire y enzimas. Un rasgo protector de los granos de cereales es la provisién
de compartimentos separados para almacenar lipidos y enzimas de forma que no puedan interactuar.

La molienda de los granos de cereales supone destruir los compartimentos separados, el salvado, el germen y el
endospermo, de forma que los componentes lipidos y enzimaticos del grano pueden interactuar, aumentando en gran
medida la aparicion de enranciamiento. El aumento de la molienda para reducir la arenosidad causada por las
particulas de salvado tiende a aumentar el area superficial, reducir la encapsulacién natural de los lipidos, y aumentar la
interaccion entre los lipidos y los componentes enzimaticos, aumentando de esta forma la aparicion de enranciamiento.

Por lo tanto, las harinas de extraccion alta, esto es, las que contienen cantidades sustanciales de salvado y germen,
son menos estables que las harinas blancas. El almacenamiento prolongado de las harinas de extraccion alta a
menudo conduce a la aparicion de enranciamiento. El enranciamiento incluye factores de calidad adversos
derivados directa o indirectamente de las reacciones con los lipidos enddgenos, que producen una reduccion en la
calidad de horneado de la harina, sabores y olores desagradables, y/o propiedades funcionales inaceptables. Una
razén principal para la aparicién de enranciamiento en las harinas de extraccion alta es la degradacién enzimatica de
aceites naturales inestables. En la porcién de los granos utilizada para fabricar las harinas de extraccién alta existe
un importante suministro de aceites naturales inestables. Las harinas blancas, por otra parte, contienen poca o
ninguna cantidad de aceites o grasas naturales inestables porque se fabrican predominantemente a partir de la parte
del endosperma de los granos y estan generalmente sustancialmente exentas de salvado y germen.
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Solucion al enranciamiento y problemas relacionados

Un aspecto de la invencidn proporciona un proceso para prolongar el periodo de validez de las harinas integrales
que contienen proporciones naturales de salvado, germen y endosperma utilizando un inhibidor de lipasa. El
inhibidor de lipasa se retiene en la harina integral para inhibir la lipasa para reducir la formacién de acidos grasos
libres. En realizaciones de la invencién, el inhibidor de lipasa puede emplearse con o sin estabilizacién térmica,
para inhibir de manera permanente o irreversible la lipasa para reducir la formacion de acidos grasos libres. El
inhibidor de lipasa reduce la formacién de acidos grasos libres reduciendo al mismo tiempo la cantidad de
exposicion del grano entero a altas temperaturas y humedad que tienden a aumentar la gelatinizacién del almidon
y la desnaturalizacién o alteracién de la proteina, y que pueden influir negativamente en la capacidad de
procesamiento mecanico de la masa, la funcionalidad del almidon y las caracteristicas de horneado.

En realizaciones donde se emplea estabilizacion térmica, se ha descubierto que el uso del inhibidor de lipasa para
inhibir o inactivar la lipasa inesperadamente hace que la lipasa sea mas susceptible a destruir o desnaturalizar o
permanentemente inactivar la lipasa con calor. Se cree que la mayor susceptibilidad de la lipasa al calor se debe a la
abertura o despliegue de las moléculas de lipasa mediante la accién del inhibidor. El empleo del inhibidor de lipasa
con estabilizacién térmica proporciona de forma inesperada cantidades inferiores de lipasa viva o activa o actividad
de lipasa extraible, o produccién de acidos grasos libres. La reduccién sustancial en la produccién de acidos grasos
libres se logra con la gelatinizacion reducida de almidon y la desnaturalizacién o alteracién de la proteina con
temperaturas de estabilizacion mas bajas, menos agua, o tiempos de estabilizacion mas cortos incluso cuando se
emplea un triturado muy fino. En los molinos de harina existentes, donde la adicién de equipos de calentamiento o
inyeccién de vapor para la estabilizacién térmica puede no ser factible o puede estar limitada debido al espacio,
tiempo o consideraciones de costo, la reducciéon sustancial de la produccion de acidos grasos libres puede lograrse
facilmente mediante el uso de un inhibidor de lipasa segun los métodos de la presente invencién.

Esta metodologia se puede emplear para producir harinas integrales estabilizadas incluso con tamafo de
particulas muy fino, como la produccién de una harina de trigo integral en la que no pasa menos de 98 % a través
de un tamiz de luz de malla 70 de EE. UU. (210 micrémetros). Las harinas integrales estabilizadas se producen
con bajos grados de dafo al almidon debido a la abrasion y bajos grados de gelatinizacion o desnaturalizaciéon de
proteina del almidén debido al tratamiento con calor y humedad. En un aspecto de la invencion, las harinas de
trigo integral estabilizadas tienen funcionalidades de amasado y horneado, y pueden tener tamafos de particula
que se acercan a los de la harina de trigo refinada blanca. Se pueden usar en la produccién coherente masiva de
masas muy maquinables y amasables para fabricar productos horneados tales como galletas, galletas saladas, y
aperitivos con excelente dispersion en el horno y aspecto, y sin una sensacion en boca arenosa.

En otro aspecto de la invencién, esta metodologia se puede utilizar para producir harinas integrales estabilizadas,
tales como harina de trigo integral finamente molida, y un componente de salvado estabilizado muy finamente
molidos presentan una sorcién de carbonato de sodio-agua inesperadamente baja, y un periodo de validez
inesperadamente prolongado, con un contenido en &cidos grasos libres y un contenido de hexanal a 1 mes o mas en
condiciones de almacenamiento acelerado inesperadamente bajo. Se puede conseguir un elevado nivel de inhibicién
y/o inactivacion de enzimas para reducir sustancialmente la produccién de acidos grasos libres reteniendo al mismo
tiempo niveles inesperadamente elevados de nutrientes esenciales, tales como antioxidantes y vitaminas que se
pierden durante los tratamientos de estabilizacion a alta temperatura. Ademas, la formacion de acrilamida se puede
controlar a niveles inesperadamente bajos utilizando las condiciones de estabilizacién de la presente invencion.

En el método de la invencidn, el periodo de validez de una harina integral se prolonga tratando el salvado y el germen
de granos o semillas enteras con una solucién acuosa de un inhibidor de lipasa para inhibir o inactivar la lipasa para
obtener una harina integral estabilizada que tiene un contenido de acidos grasos libres inferior a 3.000 ppm, por
ejemplo, de 2.000 ppm a aproximadamente 2.800 ppm, cuando se almacena a 37,8 °C (100 °C) durante 30 dias. Los
resultados inesperadamente superiores se obtienen cuando la concentracién del inhibidor de lipasa en la solucion
acuosa durante el tratamiento es de 2 molar a 7 molar, con maxima preferencia de aproximadamente 3 molar a
aproximadamente 5 molar, por ejemplo, de aproximadamente 3,3 molar a aproximadamente 4 molar, y la cantidad del
inhibidor empleado durante el tratamiento es de 1 mol a 5 moles, con maxima preferencia de aproximadamente 2 moles
a aproximadamente 4 moles de inhibidor por 45,4 kg (100 libras) de granos o semillas entera o de harina integral.

Los granos enteros tratados pueden molerse para obtener una harina integral estabilizada sin realizar ninguna
estabilizacion adicional, tal como calentamiento o exposicién al vapor, u opcionalmente se puede emplear una
segunda etapa de estabilizacion.

En realizaciones de la invencién, el tratamiento con la solucidon acuosa de inhibidor de lipasa para inhibir o inactivar
la lipasa se lleva a cabo a una temperatura inferior a 38 °C, por ejemplo, de aproximadamente 24 °C a
aproximadamente 30 °C. En dichas realizaciones, el tratamiento se puede realizar sin la aplicacién de calor, o con la
etapa opcional de estabilizacion por calor/térmica. En realizaciones en las que se emplea la etapa opcional de
estabilizacion térmica, se puede realizar una estabilizacion térmica de baja temperatura sin la aplicacién de vapor,
de manera que la lipasa se inhibe o inactiva a una temperatura inferior a aproximadamente 98 °C, por ejemplo,
puede realizarse una estabilizacion térmica baja a una temperatura de aproximadamente 80 °C a aproximadamente
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98 °C. En ofras realizaciones de la invencion, se puede proporcionar una estabilizacion térmica alta, con o una
harina integral estabilizada (que no pertenece a la invencion) con un pH inferior a 6, preferiblemente inferior o igual a
5,8, por ejemplo de 4,4 a 5,8, un contenido de acidos grasos libres inferior a 3.000 ppm, por ejemplo de 2.000 ppm a
aproximadamente 2.800 ppm, cuando se almacena a 37,8 °C (100 °F) durante 30 dias, una capacidad de retencion
de disolvente del acido lactico (SRC del acido lactico) superior o igual a 65 %, preferiblemente superior a 70 %, y
una relacién de SRC del acido lactico a capacidad de retencion de disolvente carbonato de sodio-agua (SRC del
carbonato de sodio) superior a 1, preferiblemente superior a 1,1. La harina integral estabilizada que tiene germen de
salvado y endosperma puede tener una distribucién de 0 % en peso sobre un tamiz estandar del n.° 35 (500
micrometros) de EE. UU. e inferior o igual a aproximadamente 10 % en peso sobre un tamiz estandar del n.°70 (210
micrometros) de EE. UU.: La harina integral estabilizada puede tener una distribucion de tamano de particulas de al
menos aproximadamente 85 % en peso, por ejemplo, de aproximadamente 90 % en peso a aproximadamente 98 %
en peso a través de un tamiz estandar del n.° 100 (149 micrémetros) de EE. UU.

El documento de publicacién de solicitud de patente de EE. UU. n.° 20070292583, y el documento de publicacién de
solicitud de patente internacional n. ° W0O/2007/149320, concedida a Haynes y col., describen la produccién de
harina integral estabilizada triturando granos de cereal integral para obtener granos de cereal integral molido.

El documento de solicitud provisional de tramitacién conjunta de EE. UU. n.° 61/457.315, presentada el 24 de febrero de
2011, y en nombre de Derwin G. Hawley y col. para “Process And Apparatus For Mass Production of Stabilized Whole
Grain Flour” (proceso y aparato para la produccion en masa de harina integral estabilizada) y su solicitud internacional n.°
PCT/US12/26490, presentada el 24 de febrero de 2012, en nombre de Hawley y col., describen que la produccién de
harinas integrales estabilizadas que tienen un tamano de particulas fino y que exhiben buena funcionalidad de horneado
puede producirse con alto rendimiento utilizando dos fracciones de salvado y germen y una fraccion de endosperma.

Segun la solicitud provisional de tramitacion conjunta de EE. UU. n.° 61/457.315, presentada el 24 de febrero de 2011,
en nombre de Derwin G. Hawley y col. y la solicitud internacional n.° PCT/US12/26490, presentada el 24 de febrero de
2012, en nombre de Derwin G. Hawley y col., y la publicacién de solicitud de patente de EE. UU. n.° 20070292583, y la
publicacion de solicitud de patente internacional n.° W0O/2007/149320 cada una de ellas concedida a Haynes y col. se
puede estabilizar o desactivar enzimaticamente al menos una, o todas, de las fracciones de salvado y germen triturado
retenidas o recuperadas utilizando un agente estabilizante comestible, tal como el tratamiento con metabisulfito de
sodio, acidos organicos, tales como acido sorbico, didxido de azufre, cisteina, acido tioglicélico, glutation, sulfuro de
hidrégeno u otros agentes reductores comestibles solos 0 en combinacion con tratamiento térmico.

Un aspecto de la invencion proporciona métodos para la produccion de una harina estabilizada, sin danar
sustancialmente el almidén o influir negativamente en la funcionalidad del horneado mediante el uso de un inhibidor de
lipasa. El tratamiento con el inhibidor de lipasa puede inhibir de manera reversible o irreversible al menos una parte de
la lipasa presente en los granos enteros. Los métodos pueden emplearse para prolongar el periodo de validez de las
harinas proporcionando una produccién de acidos grasos libres inesperadamente baja y una gelatinizacién de almidén
y desnaturalizacién de proteina inesperadamente bajas. Las condiciones de estabilizacion no influyen negativamente
en la capacidad de procesamiento mecéanico de la masa ni en la funcionalidad de horneado de la harina integral
estabilizada aun cuando se obtienen tamarnos finos de la harina integral. La harina de trigo integral, que contiene
proporciones naturales de endosperma, salvado y germen anélogas a las del grano intacto, tiene una funcionalidad de
almidén y de proteina inesperadamente alta, con bajo dafio del almidon, baja desnaturalizacion de proteinas y bajo
grado de gelatinizacion, y un periodo de validez inesperadamente largo. La concentracién del inhibidor de lipasa en la
solucién acuosa durante el atemperado y la cantidad del inhibidor empleada durante el atemperado proporcionan una
reduccion inesperadamente superior en la produccion de acidos grasos libres obteniéndose al mismo tiempo una
funcionalidad de almidén y de proteina y caracteristicas de horneado inesperadamente superiores como ponen de
manifiesto la solvent retention capacity (capacidad de retencion de disolvente - SRC) de acido lactico, la relacion de
SRC de &cido lactico a SRC de agua SRC y la relacién de SRC de acido lactico a SRC de carbonato de sodio.

El inhibidor de lipasa puede ser cualquier inhibidor de lipasa no téxico y comestible que pueda ser absorbido por y
retenido en la harina sin influir sustancialmente de forma negativa en el sabor o el aroma, el olor o la sensacién en boca
del producto. El inhibidor de lipasa empleado en las realizaciones de la invencion puede ser un inhibidor reversible, un
inhibidor irreversible, y combinaciones o mezclas de los mismos. Los inhibidores reversibles pueden unirse a enzimas
con interacciones no covalentes tales como puentes de hidrégeno, interacciones hidréfobas y enlaces iénicos. Se
pueden combinar multiples enlaces débiles entre el inhibidor y el sitio activo para producir una unién fuerte y especifica.
A diferencia de los sustratos e inhibidores irreversibles, los inhibidores reversibles generalmente no experimentan
reacciones quimicas cuando se unen a la enzima y pueden eliminarse facilmente mediante diluciéon o dialisis. Los
inhibidores reversibles que se pueden emplear incluyen los cuatro tipos de inhibidores de enzimas reversibles, que se
clasifican segun el efecto de la variacion de la concentracion del sustrato de la enzima en el inhibidor, especialmente,
inhibidores competitivos, inhibidores que no pueden ser competitivos, inhibidores mixtos e inhibidores no competitivos.
Los inhibidores irreversibles usualmente modifican de forma covalente una enzima, y la inhibiciéon no se puede revertir.
Los inhibidores irreversibles frecuentemente contienen grupos funcionales reactivos, tales como mostazas de nitrégeno,
aldehidos, haloalcanos, alquenos, aceptores de Michael, sulfonatos de fenilo, o fluorofosfonatos. Estos grupos
electrdéfilos reaccionan con cadenas laterales de aminodacido para formar aductos covalentes. Los residuos modificados
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son los que tienen cadenas laterales que contienen nucledfilos, tales como grupos hidroxilo o sulfhidrilo; estos incluyen
los aminoé&cidos serina (como en el DFP, derecha), cisteina, treonina o tirosina.

Los inhibidores de lipasa ilustrativos que pueden emplearse son bisulfatos alcalinos, bisulfitos, metabisulfitos y
metabisulfatos, tales como metabisulfito de sodio, acidos organicos, acidos inorganicos, té verde o extracto de té verde,
extracto de romero, diéxido de azufre, cisteina, acido tioglicélico, glutatiéon, sulfuro de hidrégeno, otros agentes reductores
comestibles, y mezclas de los mismos. Los inhibidores de lipasa preferidos que pueden emplearse son componentes
acidos, tales como al menos un acido organico, por ejemplo, acido lactico, acido citrico, acido ascérbico, acido sérbico,
acido tartarico, &cido malico, acido fumarico, acido acético y acido oxalico, y al menos un acido inorganico, tal como acido
clorhidrico, acido fosférico, y acido sulfirico, y té verde o extracto de té verde, y mezclas de los mismos. En determinadas
realizaciones, el &cido lactico, el &cido clorhidrico y el acido fosférico son preferidos para usar como inhibidor de lipasa.

En realizaciones en las que se emplea un componente &cido como inhibidor de lipasa, el tratamiento con el
inhibidor de lipasa puede reducir el pH de la fraccién o componente de harina integral, salvado y germen a un pH
inferior a 6, preferiblemente inferior o igual a 5,8, por ejemplo, de 4,4 a 5,8.

El inhibidor de lipasa puede disolverse en agua y aplicarse a aproximadamente temperatura ambiente para su
absorcion en el salvado y el germen: 1) remojando los granos enteros en la solucién de inhibidor de lipasa, o 2)
pulverizando la solucién de inhibidor de lipasa sobre los granos enteros. En el método de la invencidn, la solucion
acuosa de inhibidor de lipasa se emplea como un medio de atemperado para atemperar granos enteros.

La concentracién del inhibidor de lipasa en la solucion acuosa durante el atemperado es de 2 molar a 7 molar,
con maxima preferencia de aproximadamente 3 molar a aproximadamente 5 molar, por ejemplo, de
aproximadamente 3,3 molar a aproximadamente 4 molar. La cantidad del inhibidor empleada durante el
atemperado es de 1 mol a 5 moles de inhibidor por 45,36 kg (100 libras) de granos enteros. La cantidad de
inhibidor de lipasa empleado depende de su peso molecular, por lo que las cantidades se expresan en moles. Por
ejemplo, cuando se emplea acido clorhidrico como inhibidor de lipasa, este puede utilizarse en una cantidad de al
menos aproximadamente 300 ppm, en base al peso de los granos enteros, y el acido lactico puede emplearse en
una cantidad de al menos aproximadamente 3.000 ppm, en base al peso de los granos enteros.

La etapa de atemperado con la solucién acuosa de inhibidor de lipasa se lleva a cabo para obtener un contenido
final de humedad en los granos enteros de aproximadamente 10 % en peso a aproximadamente 14 % en peso,
con respecto al peso de los granos enteros.

Los granos enteros contienen principalmente el endospermo, el salvado, y el germen, en proporciones
decrecientes, respectivamente. En los granos de cereal entero, por ejemplo, con una humedad de campo de
aproximadamente 13 % en peso, el endospermo o almidén constituye aproximadamente 83 % en peso, el salvado
constituye aproximadamente 14,5% en peso, y el germen constituye aproximadamente 2,5 % en peso,
basandose en el peso del grano intacto. El endospermo contiene el almidén, y tiene menos contenido de proteina
que el germen y el salvado. Tiene también poca grasa bruta y constituyentes de cenizas. El salvado (pericarpo o
cascaras) es la pared del ovario maduro que estd por debajo de la cuticula, y comprende todas las capas
celulares externas por debajo del revestimiento de la semilla. Tiene muchos polisacaridos no de almidén, tales
como celulosa y pentosanos. El salvado o pericarpo tiende a ser muy duro debido a su alto contenido en fibra y
transmite una sensacién en boca seca, arenosa, particularmente cuando estan presentes en tamanos de
particulas grandes. Contiene también la mayoria de lipasas y lipooxigenasas del grano y necesita ser
estabilizado. A medida que aumenta la extension de la molienda o molturacién, el tamafno de particulas del
salvado se aproxima al tamafo de particulas del almidén, haciendo que el salvado y el almidén sean mas dificiles
de separar. También, el dafio del almidon tiende a aumentar debido a una mayor entrada de energia mecanica, y
la aspereza del salvado en comparacion con el endospermo, y la ruptura de los granulos de almidén. También, el
almidén dafiado mecéanicamente tiende a ser mas susceptible a la gelatinizacién. El germen se caracteriza por su
alto contenido en aceite graso. Es también rico en proteinas brutas, azucares, y constituyentes de cenizas.

El contenido de humedad de la fraccidon de salvado puede controlarse atemperando los granos enteros de tal manera que
las porciones exteriores de las semillas o granos se humedezcan sin humedecer sustancialmente el interior de sus
porciones. Dicho tratamiento evita o reduce sustancialmente la necesidad de secar la fraccion fina obtenida a partir del
interior o endospermo de la semilla o grano, humedeciendo a la vez el exterior o las porciones de salvado y germen de la
semilla para el tratamiento de estabilizaciéon. Los métodos de atemperamiento que se pueden usar para conseguir
humedecer una superficie 0 salvado incluyen, por ejemplo, el enjuagado de los granos enteros durante periodos de tiempo
limitados en un bafo o cuba. En otras realizaciones, los granos enteros pueden pulverizarse superficialmente con agua y
permitir que se atemperen. Pueden emplearse tiempos de atemperamiento de aproximadamente 10 minutos a
aproximadamente 24 horas segun algunas realizaciones de la invencion. El enjuagado de los granos durante un periodo
prolongado de tiempo no es deseable debido a que puede dar como resultado una penetracion en profundidad de agua en
el grano, humedeciendo la porcion interior del grano, y dando como resultado una excesiva gelatinizacién del almidon.

El tratamiento del salvado y el germen de los granos o semillas enteras con una solucién acuosa de un inhibidor de
lipasa para inhibir o inactivar sustancialmente la lipasa con o sin estabilizacion térmica proporciona una harina
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estabilizada que tiene un contenido de &cidos grasos libres inferior a 3.000 ppm, por ejemplo de 2.000 ppm a
aproximadamente 2.800 ppm, cuando se almacenan a 37,8 °C (100 °F) durante 30 dias, cuando el inhibidor de lipasa
se utiliza en una concentracion de 2 molar a aproximadamente 7 molar, con méaxima preferencia de aproximadamente 3
molar a aproximadamente 5 molar, por ejemplo de aproximadamente 3,3 molar a aproximadamente 4 molar. Ademas,
el uso del inhibidor de lipasa combinado con estabilizacién térmica proporciona una reduccion inesperadamente
superior en la produccién de acidos grasos libres, en comparacién con el uso de la estabilizaciéon térmica sola o el uso
del inhibidor de lipasa solo. La ventaja de la estabilizacién mejorada de tratamiento acido combinado con tratamiento
térmico permite reducir la actividad de lipasa y reducir el nivel de acidos grasos libres formados durante el
almacenamiento que no se puede conseguir mediante tratamiento acido o tratamiento térmico solamente. Se ha
descubierto que se obtiene un efecto sinérgico inesperado con el uso del inhibidor de lipasa y la estabilizacion térmica
para la reduccion de la formacion de acidos grasos libres en comparacion con la reduccion de &cidos grasos libres con
tratamiento térmico solo o tratamiento de reduccion con inhibidor de lipasa solo.

Se cree que el uso del inhibidor de lipasa para inhibir sustancialmente o inhibir de forma reversible o inactivar de forma
reversible la lipasa, hace de forma inesperada que la lipasa tenga mayor tendencia a destruir o desnaturalizar o inactivar
permanentemente la lipasa con calor. Se cree que la mayor susceptibilidad de la lipasa al calor se debe a la abertura o
despliegue de las moléculas de lipasa mediante la accion del inhibidor. El empleo del inhibidor de lipasa con estabilizacién
térmica proporciona de forma inesperada cantidades inferiores de lipasa viva o activa o actividad de lipasa extraible, o
produccion de &cidos grasos libres. La reduccion sustancial en la produccion de acidos grasos libres se logra con la
gelatinizacion reducida de almiddn y la desnaturalizacion o alteracion de la proteina con temperaturas de estabilizacion
mas bajas, menos agua, o tiempos de estabilizacién mas cortos incluso cuando se emplea un triturado muy fino.

En realizaciones de la invencién, el tratamiento con la solucidon acuosa de inhibidor de lipasa para inhibir o inactivar
la lipasa se lleva a cabo a una temperatura inferior a 38 °C, por ejemplo, de aproximadamente 24 °C a
aproximadamente 30 °C. El tratamiento se puede realizar sin la aplicacién de calor o con la etapa opcional de
estabilizacién térmica. En realizaciones en las que se emplea la etapa opcional de estabilizacién térmica, se puede
realizar una estabilizacion térmica de baja temperatura sin la aplicacién de vapor, de manera que la lipasa se inhibe
0 inactiva a una temperatura inferior a aproximadamente 98 °C, por ejemplo, puede realizarse una estabilizacion
térmica baja a una temperatura de aproximadamente 80 °C a aproximadamente 98 °C. Una estabilizacion térmica a
alta temperatura, con o sin vapor, puede realizarse a una temperatura de aproximadamente 100 °C a
aproximadamente 140 °C, preferiblemente de aproximadamente 115 °C a aproximadamente 125 °C, para inhibir o
inactivar la lipasa después del tratamiento con la solucién acuosa del inhibidor de lipasa. El tiempo de tratamiento
térmico puede ser de aproximadamente 0,25 minutos a aproximadamente 12 minutos, preferiblemente de
aproximadamente 1 minuto a aproximadamente 7 minutos, utilizandose por lo general los tiempos de tratamiento
mas prolongados con las temperaturas mas bajas y el contenido de humedad mas bajo.

La temperatura de estabilizacion y el tiempo de estabilizacién, y el contenido de humedad se pueden controlar de tal
manera que la gelatinizaciéon del almidon resultante de la estabilizacion en la fraccién gruesa o componente de
salvado triturado o molido y estabilizado puede ser inferior a aproximadamente 25 %, preferiblemente inferior a
aproximadamente 10 %, con maxima preferencia inferior a aproximadamente 5 %, determinado mediante differential
scanning calorimetry (calorimetria diferencial de barrido - DSC). El bajo grado de gelatinizacion del almidon y el bajo
grado de daro del almiddn conseguido en la presente invencion se ilustran por una entalpia de fusion del almidén
superior a aproximadamente 4 J/g, preferiblemente superior a aproximadamente 5 J/g, basado en el peso de
almidén en el componente de salvado estabilizado o fraccion molida gruesa, medida por calorimetria de barrido
diferencial (DSC), a una temperatura de aproximadamente 65 °C a aproximadamente 70 °C. El componente de
salvado estabilizado puede tener una entalpia de fusién del almidon superior a aproximadamente 2 J/g, basado en el
peso de la fraccion gruesa molida estabilizada, medida por differential scanning calorimetry (calorimetria diferencial
de barrido - DSC), a una temperatura de aproximadamente 60 °C a aproximadamente 65 °C. En general, la
gelatinizacion del almidén se produce cuando: a) se afade agua, y se mezcla con almidén, en una cantidad
suficiente, en general de al menos aproximadamente 30 % en peso, con respecto al peso del almidon, y b) la
temperatura del almidén se eleva a al menos aproximadamente 80 °C (176 °F), preferiblemente a 100 °C (212 °F) o
mas. La temperatura de gelatinizacion depende de la cantidad de agua disponible para su interaccién con el
almidén. Cuanto menor es la cantidad disponible de agua, en general, mayor es la temperatura de gelatinizacion. La
gelatinizacion puede definirse como el colapso (alteracién) de érdenes moleculares dentro del granulo de almidén,
que se manifiesta en cambios irreversibles en las propiedades tales como hinchazén granular, fusién de cristalito
nativo, pérdida de birrefringencia y solubilizacién del almidén. La temperatura de la etapa inicial de gelatinizacion y el
intervalo de temperaturas en el que se produce, dependen de la concentracion del almidén, método de observacién,
tipo de granulo, y de la heterogeneidad en la poblacion de granulos en observacién. El pegado es el fenédmeno de la
segunda etapa que sigue a la gelatinizacion en la disolucién del almidén. Implica un aumento de la hinchazén
granular, de la exudacion de componentes moleculares (p. ej. amilosa, seguido de amilopectina) del granulo, y
eventualmente, una, total colapso de los granulos. Véase Atwell y col., “The Terminology and Methodology
Associated with Basic Starch Phenomena,” Cereal Foods World, Vol. 33, N.° 3, pags. 306-311 (marzo 1988).

La harina integral estabilizada que tiene salvado, germen y endosperma obtenidos con los métodos de la
presente invencion (pero que no pertenece a la propia invencion) presenta una funcionalidad de horneado y una
funcionalidad de las proteinas superiores como mostraba una capacidad de retencién de disolvente del acido
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lactico (SRC del acido lactico) superior o igual a 65 %, preferiblemente superior a 70 % y una relacion de SRC del
acido lactico a la capacidad de retencién del disolvente carbonato de sodio-agua (SRC del carbonato de sodio)
superior a 1, preferiblemente superior a 1,1.

La harina integral estabilizada puede tener una distribucion de tamafo de particulas de 0% en peso en un tamiz
normalizado de EE. UU. de malla n.° 35 (500 micrémetros), e inferior o igual a aproximadamente 20 % en peso,
preferiblemente inferior o igual a aproximadamente 10 0 5 % en peso sobre un tamiz normalizado de EE. UU. del n.° 70
(210 micrometros). En otra realizacion de la invencién, la harina integral estabilizada puede tener una distribucién de
tamaro de particulas de hasta aproximadamente 100 % en peso a través de un tamiz estandar de EE. UU. del n.°70 (210
micrometros). Ademas, la harina integral estabilizada puede tener también una distribucion de tamaro de particulas de al
menos 75 % en peso, preferiblemente al menos 85 % en peso, por ejemplo, de aproximadamente 90 % en peso a
aproximadamente 98 % en peso, inferior o igual a 149 micrometros e inferior o igual a 5 % en peso superior a 250
micrometros. En aspectos de la invencion, la fraccién de salvado y germen estabilizada o componente de salvado puede
tener una distribucién de tamafo de particulas finas de 0 % en peso sobre un tamiz estandar de 0 a 35 (500 micrémetros),
e inferior o igual a aproximadamente 20 % en peso sobre un tamiz estandar de aproximadamente 70 (210 micrometros).

Como se muestra esquematicamente en la Figura 1, en realizaciones de la invencién se puede producir una
harina integral estabilizada mediante el tratamiento de granos enteros, tales como granos 1 de trigo con un
inhibidor 3 de lipasa, tal como una mezcla de acido lactico y extracto de té verde, durante una etapa 5 de
atemperado. El inhibidor 3 de lipasa puede mezclarse previamente con agua 7 para formar una solucion acuosa
10 del inhibidor 3 de lipasa. La solucion acuosa 10 del inhibidor 3 de lipasa puede mezclarse con los granos 1 de
trigo en una cuba para atemperar las semillas 3 de trigo en la etapa 5 de atemperado. Durante la etapa 5 de
atemperado, el inhibidor 3 de lipasa se absorbe en el salvado y el germen de las semillas 1 todavia intactas,
preferiblemente sin penetracién en el endosperma de las semillas intactas 1, para inhibir o inactivar al menos una
parte de la lipasa en el salvado y el germen para reducir la produccién de acidos grasos libres. Los granos 12
enteros atemperados pueden molerse en la operacion 15 de molienda de harina para obtener una fraccién 18 de
endosperma o corriente 20, y una fraccion de salvado y germen o componente 22 de salvado o corriente 25. La
fraccién de salvado y germen o componente 22 de salvado puede estabilizarse opcionalmente en una operacion
30 opcional de estabilizador térmico o segunda etapa de estabilizacion para obtener una fracciéon de salvado y
germen estabilizada o componente 32 de salvado estabilizado. La estabilizacion térmica o segunda etapa de
estabilizacion 30 puede emplearse para inhibir o inactivar de forma reversible o irreversible cantidades
adicionales de lipasa y/o inhibir o inactivar de forma irreversible lipasa que ha sido inhibida reversiblemente o
inactivada reversiblemente mediante el inhibidor 3 de lipasa en la primera etapa de estabilizacién o etapa 5 de
atemperado. La fraccion de salvado y de germen estabilizada o componente 32 de salvado estabilizado se puede
combinar con la fraccion 20 de endosperma usando equipos de mezclado y transporte convencionales, tales
como un transportador mecanico de husillo, para obtener una harina 40 integral estabilizada.

Como se muestra esquematicamente en la Figura 2 (que no pertenece a la invencién) se puede producir una harina
integral estabilizada mediante el tratamiento de una fraccién de salvado y germen o componente 200 de salvado o
corriente 202 con un inhibidor 203 de lipasa, tal como una mezcla de acido lactico y extracto de té verde, durante una
etapa 205 de hidratacion o primera etapa de estabilizacion o como una etapa aparte. Notablemente, el inhibidor de lipasa
puede ser suministrado mediante cualquier solucién o mediante cualquier otro mecanismo de suministro compatible. En
una modalidad, el inhibidor 203 de lipasa puede premezclarse con agua 207 para formar una solucion acuosa 210 del
inhibidor 203 de lipasa. En otras realizaciones, pueden emplearse otros disolventes con o sin agua para formar una
solucion para suministrar el inhibidor de lipasa durante el atemperado o hidratacion o en una etapa aparte de tratamiento
con lipasa. La fraccién de salvado y germen o componente 200 de salvado se puede obtener opcionalmente atemperando
los granos enteros 212 en una etapa 213 de atemperado opcional donde las semillas se pueden atemperar opcionalmente
en agua de forma convencional sin ningln inhibidor de lipasa. Los granos 214 enteros opcionalmente atemperados
pueden molerse en la operaciéon 215 de molienda de harina para obtener una fraccién 218 de endosperma o corriente 220,
y la fraccién de salvado y germen o componente 200 de salvado o corriente 202. La solucion acuosa 210 del inhibidor 203
de lipasa puede mezclarse con o pulverizarse sobre la fraccion de salvado y germen o componente 200 de salvado en un
hidratador para hidratar o remojar la fraccion o componente 200 de salvado y germen en la etapa 205 de hidratacion o
primera etapa de estabilizacién. Durante la etapa 205 de hidratacion, el inhibidor 203 de lipasa se absorbe en la fraccién
de salvado y germen o componente 200 de salvado, para inhibir o inactivar al menos una parte de la lipasa en el salvado y
el germen para reducir la produccion de &cidos grasos libres. La fraccién de salvado y germen estabilizada e hidratada o el
componente 222 de salvado de la primera etapa 205 de estabilizacion se puede estabilizar térmicamente de forma
opcional en una operacién 230 en estabilizador térmico opcional o segunda etapa de estabilizacién para obtener una
fraccion de salvado y germen estabilizada o componente 232 de salvado estabilizado. La estabilizacién térmica o la
estabilizacion 230 de la segunda etapa puede emplearse para inhibir o inactivar de forma reversible o inactivar las
cantidades adicionales de lipasa y/o inhibir irreversiblemente o inactivar la lipasa que ha sido inhibida reversiblemente o
inactivada reversiblemente por el inhibidor 203 de lipasa en la primera etapa de estabilizacion o etapa 205 de hidratacion.
La fraccién de salvado y de germen estabilizada o componente 232 de salvado estabilizado se puede combinar con la
fraccion 220 de endosperma usando equipos de mezclado y transporte convencionales, tales como un transportador
mecanico de husillo, para obtener una harina 240 integral estabilizada.
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La molienda de los granos enteros puede realizarse utilizando operaciones de molienda y/o trituracion de la harina
conocidas para obtener una fraccion de salvado y germen o un componente de salvado y una fraccién de endosperma, y
para obtener harinas y fracciones y componentes que tienen distribuciones de tamafno de particulas tales como las
descritas en la publicacién de solicitud de patente US-2005/0136173 A1, concedida a Korolchuk, publicacién de solicitud
de patente US-2006/0073258 A1, concedida a Korolchuk, publicacion de solicitud de patente US-20070292583, y
publicacion de solicitud de patente internacional WO/2007/149320, concedida cada una de ellas a Haynes y col.,
publicaciéon de solicitud de patente US-2007/0269579 concedida a Dreese y col. y la patente US-7.258.888, concedida a
Dreese y col. En realizaciones preferidas, se pueden emplear las operaciones de molienda y/o trituracion de la harina para
obtener una fraccién de salvado y germen o componente de salvado y una fracciéon de endosperma, y para obtener
harinas y fracciones y componentes que tienen distribuciones de tamario de particulas como se describe en la publicacién
de solicitud de patente US-20070292583, y en la publicacién de solicitud de patente internacional WO/2007/149320,
concedida cada una de ellas a Haynes y col., y en la solicitud provisional US-61/457.315 de tramitacion conjunta,
presentada el 24 de febrero de 2011 y la solicitud internacional PCT/US-12/26490 presentada el 24 de febrero de 2012,
cada una de ellas en nombre de Derwin G. Hawley y col. La estabilizacién por tratamiento con un inhibidor de lipasa como
se describe en la presente descripcion puede emplearse con métodos de estabilizacion térmica o al vapor, tales como los
descritos en dichas solicitudes, publicaciones y patentes para mejorar la estabilidad o el periodo de validez de las harinas,
y las fracciones y componentes producidos mediante los métodos descritos en la presente descripcion.

Por ejemplo, en realizaciones de la invencion, las operaciones de molienda y trituracién, como se describe en dicha
solicitud provisional de patente de EE. UU. de tramitacion conjunta n.° 61/457.315, presentada el 24 de febrero de 2011, y
en la solicitud internacional PCT/US12/26490, presentada el 24 de febrero de 2012, cada una de ellas en nombre de
Derwin G. Hawley y col., para producir una harina integral estabilizada que tiene una distribucion de tamario de particulas
de 0 % en peso en un tamiz normalizado de EE. UU. del n.° 35 (500 micrémetros), e inferior a o igual a aproximadamente
20 % en peso, preferiblemente inferior a o igual a aproximadamente 10 % en peso en un tamiz normalizado de EE. UU. del
n.° 70 (210 micrémetros) o una harina integral estabilizada que tiene una distribucion de tamafo de particulas de hasta
aproximadamente 100 % en peso a través de un tamiz normalizado de EE. UU. del n.° 70 (210 micrémetros) o una harina
integral estabilizada que tiene una distribucion de tamafo de particulas de al menos 75 % en peso, preferiblemente al
menos 85 % en peso inferior o igual a 149 micrometros e inferior o igual a 5 % en peso superior a 250 micrémetros.

En otras realizaciones de la invencién, las operaciones de molienda y trituracién, como se describe en la mencionada
publicacion de solicitud de patente US-20070292583, y la publicacion de solicitud de patente internacional
WQO/2007/149320, concedida cada una de ellas a Haynes y col., pueden emplearse para producir una harina integral
estabilizada que tiene una distribucion de tamafo de particulas inferior a aproximadamente 10 % en peso,
preferiblemente inferior a aproximadamente 5% en peso en un tamiz normalizado de EE. UU. del n.° 35 (500
micrémetros), aproximadamente 20 % en peso a aproximadamente 40 % en peso en un tamiz normalizado de EE. UU.
del n.° 60 (250 micrometros), aproximadamente 10 % en peso a aproximadamente 60 % en peso, preferiblemente de
aproximadamente 20 % en peso a aproximadamente 40 % en peso en un tamiz normalizado de EE. UU. del n.° 100
(149 micrometros), e inferior a aproximadamente 70 % en peso, por ejemplo de aproximadamente 15% a
aproximadamente 55 % en peso, a través de un tamiz normalizado de EE. UU. del n.° 100 (149 micrémetros).

La estabilizacion se puede llevar a cabo de forma discontinua, semi discontinua o continua, siendo la ultima la preferida.
Recipientes de calentamiento conocidos, tales como ollas discontinuas, mezcladores, tambores rotatorios, mezcladores
continuos, y extrusoras se pueden utilizar para calentar la fracciébn gruesa para estabilizarla. El aparato de
calentamiento puede ser recipientes encamisados provistos de camisas de calentamiento o enfriamiento para un
control externo de la temperatura de estabilizacion y/o boquillas de inyeccién de vapor para la inyeccién directa de
humedad y calor dentro de la fraccion gruesa. En otras realizaciones, se puede utilizar radiacién infrarroja (IR) o energia
para calentar la fraccion de salvado gruesa para estabilizarla. En una realizacién preferida, se puede utilizar un
estabilizador fabricado por Bepex, o un recipiente de coccidon de salvado fabricado por Lauhoff para la estabilizacion de
una fraccion de forma continua. En realizaciones donde la molienda o molturacién se realizan simultaneamente con la
estabilizacion térmica, se pueden emplear rodillos calentadores. En dichas realizaciones, la temperatura y el contenido
de humedad se pueden ajustar a un valor superior para acortar el tiempo de estabilizacion para ajustarse a un tiempo
de molienda deseado para conseguir una distribucion del tamafo de particulas buscada.

La fraccion tratada térmicamente se puede dejar enfriar al aire ambiente. En otras realizaciones, el enfriamiento de
una fraccién de salvado y de germen molida o molturada o componente de salvado después del tratamiento térmico
se puede controlar de forma opcional para minimizar adicionalmente la gelatinizacién del almidéon no deseada.
Generalmente, no se produce gelatinizacion significativa adicional en el componente de salvado estabilizado a
temperaturas inferiores a aproximadamente 60 °C. A continuacion, la fraccion gruesa tratada térmicamente se puede
enfriar a temperatura ambiente, o aproximadamente 25 °C. En las realizaciones de la invencion, la velocidad de
enfriamiento promedio utilizada para conseguir una temperatura superficial de aproximadamente 25 °C puede ser un
descenso de temperatura de aproximadamente 1 °C/min a aproximadamente 3 °C/min.

La velocidad de enfriamiento se debera seleccionar para minimizar la gelatinizacion del almidén adicional en la

fraccién gruesa después del tratamiento térmico, pero no deberia ser tan rapida como para evitar la inactivacion
adicional de la lipasa y la LPO, en caso necesario. Si no se desea una inactivacion adicional de la lipasa y la LPO,
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el enfriamiento se puede realizar para reducir rdpidamente la temperatura de la fraccion gruesa tratada
térmicamente a menos de aproximadamente 60 °C.

Los refrigeradores que se pueden utilizar para los procesos de la invencion incluyen tubos o tuneles refrigerantes
por los que la fraccién gruesa tratada con calor pasa bajo la fuerza de la gravedad o sobre un dispositivo
transportador. Aunque la fraccion gruesa tratada térmicamente pasa por el dispositivo, se puede hacer pasar aire
enfriado por encima y a través de la fraccion gruesa o componente de salvado. El aire de enfriamiento agotado se
puede recoger o eliminar por succién después, por ejemplo, mediante una campana, y tratarse adicionalmente en
un separador ciclénico. Un enfriador preferido suministra aire de enfriamiento a diferentes regiones a lo largo de
la longitud de un tubo o tanel de refrigeracion. Preferiblemente, el aire de enfriamiento se hace pasar por un
dispositivo de refrigeracién antes de ponerse en contacto con la fraccion gruesa térmicamente tratada para
conseguir una temperatura que es inferior a la del aire ambiente.

Tras el enfriamiento, el contenido de humedad de la fraccion gruesa térmicamente tratada se puede reducir
ademas opcionalmente mediante secado. Se prefieren temperaturas de deshidratacién inferiores a
aproximadamente 60 °C para que no se produzca una gelatinizacion adicional del almidén durante el proceso de
deshidratacion. En una realizacion, las temperaturas de deshidratacion pueden estar comprendidas en un
intervalo de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 60 °C. Sin embargo, el secado a temperatura ambiente
es menos caro que el secado a una temperatura de enfriamiento e impedira la gelatinizacién del almidon adicional
en la fraccion gruesa térmicamente tratada durante el secado. Preferiblemente, el secado se lleva a cabo en una
atmésfera que tenga una humedad relativa baja, y se puede llevar a cabo preferiblemente en una atmésfera a
presion reducida. Si el tratamiento térmico, hidratacién, y enfriamiento adicional consigue un contenido de
humedad comprendido en el intervalo deseado, no se considera necesaria la etapa de secado.

Produccién de la harina integral estabilizada

Segun la invencion, los granos enteros estabilizados con un inhibidor de lipasa se muelen para obtener la harina
integral estabilizada. La harina integral estabilizada, tal como la harina de trigo integral estabilizada, incluye
salvado, germen y endospermo.

El contenido de humedad de la harina integral estabilizada, tal como la harina de trigo integral estabilizada, puede
variar de aproximadamente 10 % en peso a aproximadamente 14,5 % en peso, con respecto al peso de la harina
integral estabilizada, y la actividad del agua puede ser inferior a aproximadamente 0,7. La harina de trigo integral
estabilizada puede tener un contenido de proteinas de aproximadamente 10 % en peso a aproximadamente 14 %
en peso, por ejemplo, aproximadamente 12 % en peso, un contenido de grasa de aproximadamente 1 % en peso
a aproximadamente 3 % en peso, por ejemplo, aproximadamente 2 % en peso, y un contenido de cenizas de
aproximadamente 1,2 % en peso a aproximadamente 1,7 % en peso, por ejemplo, aproximadamente 1,5 % en
peso, estando referido cada uno de los porcentajes al peso de la harina integral estabilizada.

La harina de trigo integral estabilizada presenta una funcionalidad de horneado excelente donde un estiramiento
en el horno o estiramiento de la galleta puede ser al menos aproximadamente 130 % del diametro original de la
masa prehorneada, tal como se mide segun el método de laboratorio AACC 10-53.

Las realizaciones descritas son aplicables a todos y cada uno de los tipos de trigo. Aunque de manera no limitativa, los
granos de trigo pueden seleccionarse de granos de trigo blando/blando y blando/duro. Pueden comprender granos de trigo
blanco o rojo, granos de trigo duro, granos de trigo blando, granos de trigo de invierno, granos de trigo de primavera,
granos de trigo duro o combinaciones de los mismos. Los ejemplos de otros granos enteros que se pueden procesar
segun diversas o determinadas realizaciones o aspectos de la presente invencién incluyen, por ejemplo, avena, maiz,
arroz, arroz silvestre, centeno, cebada, alforfén, trigo bulgur, mijo, sorgo, y similares, y las mezclas de granos enteros.

Ciertas realizaciones de la invencion proporcionan una estabilidad mejorada de la materia prima y un periodo de validez
de mas de un mes, por ejemplo, 2 meses 0 mas, en condiciones de almacenamiento aceleradas, para una harina
integral estabilizada, tal como una harina de trigo integral estabilizada. Se puede almacenar un producto alimenticio
mas estable en condiciones similares durante un periodo prolongado de tiempo que un producto alimenticio mas
estable antes de ser rancio. Puede vigilarse y medirse la presencia de ranciedad en una multiplicidad de diferentes
maneras, incluyendo la prueba sensorial (por ejemplo, andlisis del sabor y/u olor), mediciones del nivel de la actividad
lipoxigenasa o lipasa, mediciones del nivel de acidos grasos libres, y/o mediciones del nivel de hexanal.

La harina integral estabilizada, tal como la harina de trigo integral estabilizada, puede combinarse, premezclarse,
0 mezclarse con harina de trigo refinada para obtener una harina, producto o ingrediente, reforzada, tal como una
harina de trigo reforzada. El producto de harina de trigo reforzada puede contener el componente de salvado o el
germen estabilizado o la harina integral estabilizada, tal como la harina de trigo integral estabilizada, en una
cantidad de aproximadamente 14 % en peso a aproximadamente 40 % en peso, por ejemplo, de
aproximadamente 20 % en peso a aproximadamente 30 % en peso, basandose en el peso total del producto de
harina reforzada, tal como el producto de harina de trigo reforzada.
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La harina integral estabilizada, tal como la harina de trigo integral estabilizada, puede emplearse para sustituir
parcial o completamente la harina de trigo refinada, u otras harinas, en una variedad de productos alimenticios. Por
ejemplo, al menos aproximadamente 10 % en peso, como maximo 100 % en peso, por ejemplo, de
aproximadamente 30 % en peso a aproximadamente 50 % en peso de la harina de trigo refinada, puede sustituirse
por la harina de trigo integral estabilizada para aumentar los valores nutricionales de los productos de harina de trigo
refinada con un efecto negativo reducido, si no nulo, en el aspecto, la textura, el aroma, o el sabor del producto.

Las harinas integrales estabilizadas, tales como las harinas de trigo integral estabilizadas pueden envasarse,
almacenarse de forma estable y utilizarse ademas posterior o inmediatamente en la produccién de alimentos. Los
productos de harina estabilizada estan listos para ser procesados adicionalmente para obtener los productos
alimenticios acabados afadiendo agua y otros ingredientes alimenticios aplicables, mezclandolos,
conformandolos, y horneandolos o friéndolos, etc. Las masas que contienen el salvado estabilizado y las harinas
integrales, tales como harina de trigo integral, pueden producirse y mecanizarse continuamente, por ejemplo,
triturarse, laminarse, moldearse, extrudirse, o coextrudirse, y cortarse, sobre una base de produccién de masa.
Los productos integrales acabados (p. €j., galletas de mantequilla, galletas, galletas saladas, barritas de aperitivo,
etc.) tienen una textura agradable con la caracteristica de un sabor de grano entero.

Los productos de harinas integrales estabilizados, tales como los productos de harina de trigo integral estabilizados
pueden utilizarse en una amplia variedad de productos alimenticios. Los productos alimenticios incluyen productos
alimenticios farinaceos, y en particular productos de tipo galleta de mantequilla, productos de pasta, cereales listos
para consumir, y confites. Los productos alimenticios son productos de panaderia o aperitivos. Los productos de
panaderia pueden incluir galletas, galletas saladas, masa de pizza, masa de tarta, panes, bagels, pretzels, brownies,
magdalenas, gofres, pasteles, tartas, panes rapidos, bollos dulces, donuts, barritas de frutas y granos, tortillas, y
productos de panaderia precocidos. Los productos de aperitivo pueden incluir patatas fritas y aperitivos extrudidos
inflados. El producto alimenticio puede seleccionarse particularmente de galletas, galletas saladas, y barritas
crujientes de cereales. Las galletas pueden ser productos de tipo barrita, extrudidos, coextrudidos, triturados y
cortados, moldeados por rotacién, cortados con alambre, o galletas de tipo sandwich. Los ejemplos de galletas que
se pueden producir incluyen barquillos azucarados, galletas rellenas de fruta, galletas con pepitas de chocolate,
galletas azucaradas, y similares. Los aperitivos pueden ser aperitivos de tipo fermentado o tipo no fermentado, y
galletas Graham. Los productos horneados producidos pueden ser aperitivos o galletas que tienen un contenido de
grasa entera o puede ser un contenido de grasa reducido, un contenido bajo de grasa, o un producto sin grasa.

Ademas del agua, los ingredientes de la galleta, galleta salada, y aperitivo que pueden premezclarse con la harina
integral estabilizada, tales como harina de trigo integral estabilizada, incluyen harina de trigo enriquecida, manteca
vegetal, azdcar, sal, jarabe de maiz con un alto contenido en fructosa, agentes de la fermentacion, agentes
saborizantes y agentes colorantes. Las harinas de trigo enriquecidas que se pueden utilizar incluyen harinas de trigo
enriquecidas con niacina, hierro reducido, mononitrato de tiamina y riboflavina. Las mantecas vegetales que se
pueden utilizar incluyen aquellas preparadas de aceite de soja parcialmente hidrogenado. Los agentes de la
fermentacion que se pueden utilizar incluyen fosfato de calcio y bicarbonato de sodio. Los agentes colorantes que se
pueden utilizar incluyen agentes colorantes vegetales tales como extracto de annato y oleorresina de clrcuma.

La masa preparada incluye masa que comprende diversas combinaciones de ingredientes de las galletas, galletas
saladas, y aperitivos anteriormente mencionados. Todos los ingredientes anteriores se premezclan
homogéneamente y la cantidad de agua se controla para formar una masa de la consistencia deseada. La masa
puede formarse a continuacién en piezas y hornearse o freirse para producir productos que tienen atributos de
humedad, geometria, aspecto y textura excelentes.

La cantidad total del componente de harina, tal como la harina integral estabilizada y otras harinas opcionales que se
puede usar en las composiciones de productos horneados, tales como galletas, galletas de mantequilla y aperitivos
puede estar comprendida, por ejemplo, de aproximadamente 20 % en peso a aproximadamente 80 % en peso,
preferiblemente de aproximadamente 45 % en peso a aproximadamente 75 % en peso, con respecto al peso de la
masa, sin incluir el peso de las inclusiones. Salvo que se indique lo contrario, todos los porcentajes son referidos al
peso total de todos los ingredientes que forman las masas o formulaciones, excepto para las inclusiones tales como
productos de confiteria o trocitos o pedacitos de sabores, nueces, pasas y lo similar. De esta manera, “el peso de la
masa” no incluye el peso de las inclusiones, sino que “el peso total de la masa” incluye el peso de las inclusiones.

Los ingredientes compatibles con el proceso, que se pueden usar para modificar la textura de los productos
producidos, incluyen azucares, tales como sacarosa, fructosa, lactosa, dextrosa, galactosa, maltodextrinas,
sélidos de jarabe de maiz, hidrolizados de almidén hidrogenado, hidrolizados de proteinas, jarabe de glucosa,
mezclas de los mismos y lo similar. Los azlcares reductores, como la fructosa, maltosa, lactosa, y dextrosa, o
mezclas de azlcares reductores, pueden utilizarse para favorecer el acaramelado.

Ejemplos de fuentes de fructosa incluyen jarabe invertido, jarabe de maiz de alto contenido en fructosa, melazas,
azlcar moreno, jarabe de arce, mezclas de los mismos y lo similar.

El ingrediente texturizante, como el azlucar, puede mezclarse con los demas ingredientes sea en forma sélida o
cristalina, como sacarosa cristalina o granulada, azdcar moreno granulado, o fructosa cristalina, o en forma
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liqguida, como jarabe de sacarosa o jarabe de maiz de alto contenido en fructosa. Pueden utilizarse azucares
humectantes, tales como el jarabe de maiz de alto contenido en fructosa, la maltosa, la sorbosa, la galactosa, el
jarabe de maiz, el jarabe de glucosa, el jarabe de azucar invertido, la miel, la melaza, la fructosa, la lactosa, la
dextrosa, y mezclas de los mismos, para facilitar la masticacién del producto horneado.

Ademas de los azlcares humectantes, también pueden emplearse en la masa otros humectantes, o soluciones acuosas
de humectantes que no son azlcares o que poseen un bajo grado de dulzor con respecto a la sacarosa, pueden también
emplearse en la masa o pasta. Por ejemplo, pueden utilizarse como humectantes el glicerol, azlcares-alcoholes como
manitol, maltitol, xilitol y sorbitol, y otros polioles. Ejemplos adicionales de polioles humectantes (es decir, alcoholes
polihidricos) incluyen glicoles, por ejemplo, propilenglicol y jarabes de glucosa hidrogenada. Otros humectantes incluyen
ésteres de azucar, dextrinas, hidrolizados de almidon hidrogenado, y otros productos de la hidrélisis del almidén.

El contenido total de sélidos azucarados, o el contenido de ingredientes texturizantes, tales como de las masas
producidas, puede variar desde cero a aproximadamente 50 % en peso, con respecto al peso de la masa, sin
incluir el peso de las inclusiones.

Los sélidos azucarados pueden sustituirse total o parcialmente por un sustituto de azdcar convencional o un agente
de carga convencional, tal como polidextrosa, holocelulosa, celulosa microcristalina, mezclas de las mismas y lo
similar. La polidextrosa es un sustituto de azdcar o agente de carga preferido para preparar productos horneados
con una baja cantidad de calorias. Las cantidades de sustitucion ilustrativas pueden ser al menos aproximadamente
25 % en peso, por ejemplo, al menos aproximadamente 40 % en peso, preferiblemente de aproximadamente 50 %
en peso a aproximadamente 75 % en peso, del contenido original de sélidos azucarados.

La cantidad del sustituto de azlcar convencional, el agente de carga convencional, o sustituto de harina
convencional, tal como polidextrosa, puede ser de aproximadamente 10 % en peso a aproximadamente 35 % en
peso, por ejemplo de aproximadamente 15 % en peso a aproximadamente 25 % en peso, con respecto al peso de
la masa, sin incluir el peso de las inclusiones.

El contenido de humedad de las masas deberia ser suficiente para proporcionar la consistencia deseada como para
posibilitar una conformacién, maquinado y corte adecuados de la masa. El contenido total de humedad de las masas
incluira el agua incluida como ingrediente afiadido por separado, asi como la humedad proporcionada por la harina
(que normalmente contiene de aproximadamente 12 % a aproximadamente 14 % en peso de humedad), y el
contenido de humedad de cualquier agente de carga o sustituto de harina tal como un ingrediente resistente de
almidén de tipo Ill, y el contenido de humedad de otros aditivos de la masa incluidos en la formulacién, como jarabe
de maiz con alto contenido en fructosa, jarabes de azucar invertido, u otros humectantes liquidos.

Teniendo en cuenta todas las fuentes de humedad en la masa o pasta, incluyendo el agua anadida por separado, el
contenido de humedad total de las masas o pastas que se puede usar es generalmente inferior a aproximadamente
50 % en peso, preferiblemente inferior a aproximadamente 35 % en peso, basandose en el peso de la masa o pasta,
sin incluir el peso de las inclusiones. Por ejemplo, las masas de galletas empleadas pueden tener un contenido de
humedad inferior a aproximadamente 30 % en peso, generalmente de aproximadamente 10 % en peso a
aproximadamente 20 % en peso, basandose en el peso de la masa, sin incluir el peso de las inclusiones.

Las composiciones oleaginosas que pueden utilizarse para obtener las masas y los productos horneados pueden
incluir cualquier manteca o mezclas o composiciones de grasa conocidas, utiles para aplicaciones de horneado,
tales como mantequilla, y pueden incluir emulsionantes convencionales de calidad alimentaria. Los aceites
vegetales, manteca de cerdo, aceites de animales marinos, y mezclas de los mismos que estan fraccionados,
parcialmente hidrogenados, y/o interesterificados, son ejemplos ilustrativos de las mantecas o grasas que pueden
utilizarse. También pueden utilizarse grasas comestibles con calorias reducidas o bajas, parcialmente digeribles o
no digeribles, sustitutas de grasa o grasas sintéticas tales como poliésteres de sacarosa o triacilglicéridos que
sean compatibles con el proceso. Pueden utilizarse mezclas de grasas y mantecas y aceites duros o blandos para
lograr una consistencia deseada o un perfil de fusiébn en la composicidén oleaginosa. Ejemplos de triglicéridos
comestibles que pueden utilizarse para obtener las composiciones oleaginosas para usar incluyen triglicéridos
naturales derivados de fuentes vegetales tales como el aceite de soja, aceite de palmiste, aceite de palma, aceite
de colza, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de semilla de girasol y mezclas de los mismos. También
pueden utilizarse aceites de origen marino y animal como el aceite de sardina, aceite de menhaden, aceite de
babasu, manteca de cerdo, y sebo. También pueden utilizarse triglicéridos sintéticos, asi como triglicéridos
naturales de acidos grasos, para obtener la composicion oleaginosa. Los acidos grasos pueden tener una longitud
de cadena de 8 a 24 atomos de carbono. Pueden utilizarse mantecas o grasas soélidas o semisélidas a
temperaturas ambiente, por ejemplo, de aproximadamente 75 °F a aproximadamente 95 °F. Las composiciones
oleaginosas preferidas comprenden aceite de soja. En realizaciones, la masa puede incluir hasta
aproximadamente 30 % en peso, por ejemplo, de aproximadamente 5 % en peso a aproximadamente 25 % en
peso de al menos un aceite o grasa, basandose en el peso de la masa.

Los articulos horneados que pueden producirse incluyen articulos horneados bajos en calorias que también son
productos de contenido reducido en grasa, de bajo contenido en grasas o sin grasa. Tal como se usan en la
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presente memoria, un producto alimenticio de contenido reducido en grasas es un producto con su contenido
graso reducido en al menos 25 % en peso respecto al producto estandar o convencional. Un producto bajo en
grasa tiene un contenido graso inferior a, o igual a, tres gramos de grasa por cantidad de referencia o porcién de
la etiqueta. Sin embargo, para cantidades pequefas de referencia (es decir, cantidades de referencia de 30
gramos o menos o dos cucharadas o menos), un producto bajo en grasa tiene un contenido en grasa inferior o
igual a 3 gramos por 50 gramos de producto. Un producto sin grasa o de cero grasas tiene un contenido graso de
menos de 0,5 gramos de grasa por cantidad de referencia y por porcién de la etiqueta. Para galletas saladas de
acompafamiento, como una galletita salada, la cantidad de referencia es de 15 gramos. Para las galletas saladas
utilizadas como snacks y para las galletas, la cantidad de referencia es de 30 gramos. Por tanto, el contenido
graso de una galleta o galleta salada de bajo contenido en grasa podria ser inferior o igual a 3 gramos de grasa
por 50 gramos, o inferior o igual a aproximadamente 6 % de grasa, con respecto al peso total del producto final.
Una galleta salada de acompafamiento no grasa tendria un contenido en grasa inferior a 0,5 gramos por 15
gramos o inferior a aproximadamente 3,33 %, con respecto al peso del producto final.

Ademas de lo anterior, las masas pueden incluir otros aditivos empleados de forma convencional en galletas
saladas y galletas. Dichos aditivos pueden incluir, por ejemplo, subproductos lacteos, huevo o subproductos del
huevo, cacao, vainilla u otros saborizantes, en cantidades convencionales.

Puede incluirse una fuente de proteina, adecuada para la inclusién en productos horneados, en las masas
empleadas para promover el oscurecimiento por la reaccién de Maillard. La fuente de proteina puede incluir
sélidos de leche en polvo desnatada, huevo seco o en polvo, mezclas de los mismos, y similares. La cantidad de
la fuente de proteinas puede ser, por ejemplo, de hasta aproximadamente 5 % en peso, con respecto al peso de
la masa, sin incluir el peso de las inclusiones.

Las composiciones de masa pueden contener hasta aproximadamente 5 % en peso de un sistema de fermentacién, con
respecto al peso de la masa, sin incluir inclusiones. Ejemplos de agentes de fermentacion quimicos o de agentes de ajuste
del pH que pueden utilizarse incluyen materiales alcalinos y materiales acidos como el bicarbonato de sodio, el bicarbonato
amonico, el fosfato acido de calcio, el pirofosfato acido de sodio, el fosfato diamonico, el acido tartarico, mezclas de los
mismos y lo similar. La levadura puede utilizarse sola o en combinacién con agentes quimicos de fermentacién.

Las masas empleadas pueden incluir antimicéticos o conservantes, tales como el propionato de calcio, el sorbato de
potasio, el acido sérbico, y lo similar. Las cantidades ilustrativas, para asegurar la autoestabilidad microbiana,
pueden variar hasta aproximadamente 1 % en peso de la masa, sin incluir el peso de las inclusiones.

Pueden incluirse emulsionantes en cantidades eficaces y emulsionantes en las masas. Los emulsionantes ilustrativos
que pueden utilizarse incluyen, monoglicéridos y diglicéridos, ésteres de acido graso de polioxietilensorbitan, lecitina,
estearoil-lactilatos, y mezclas de los mismos. Ejemplos ilustrativos de los ésteres de acido graso de polioxietilén
sorbitan que pueden utilizarse son polisorbatos hidrosolubles tales como el monoestearato de polioxietilén (20) sorbitan
(polisorbato 60), mono-oleato de polioxietilén (20) sorbitan (polisorbato 80), y mezclas de los mismos. Ejemplos de
lecitinas naturales que pueden utilizarse incluyen las derivadas de plantas como la soja, la colza, el girasol, o el maiz, y
las derivadas de fuentes animales como la yema de huevo. Se prefieren las lecitinas derivadas del aceite de soja.
Ejemplos de los estearoil lactilatos son los estearoil lactilatos alcalinos y alcalinotérreos como el estearoil lactilato de
sodio, el estearoil lactilato de calcio, y mezclas de los mismos. Las cantidades ilustrativas del emulsionante que pueden
utilizarse varian hasta aproximadamente 3 % en peso de la masa, sin incluir el peso de las inclusiones.

Se puede llevar a cabo la produccién de las masas utilizando técnicas y equipo de mezclado de masas
convencionales utilizados en la produccion de masas de galletas y galletas saladas.

Aunque los tiempos y temperaturas de horneado variaran para diferentes masas o formulaciones de pasta, tipos
de hornos, etc., en general, los tiempos de horneado para galletas comerciales, brownies y tartas pueden estar
comprendidos de aproximadamente 2,5 minutos a aproximadamente 15 minutos, y las temperaturas de horneado
pueden estar comprendidas de aproximadamente 250 °F (121 °C) a aproximadamente 600 °F (315 °C).

Los productos horneados pueden tener una presion de vapor relativa (“actividad de agua”) inferior a
aproximadamente 0,7, preferiblemente inferior a aproximadamente 0,6 para una autoestabilidad microbiana exenta
de conservantes. Los productos de galletas, brownies y tartas tienen generalmente un contenido de humedad
inferior a aproximadamente 20 % en peso, por ejemplo, de aproximadamente 2 % en peso a aproximadamente 9 %
en peso para las galletas, basandose en el peso del producto horneado, exclusivo de inclusiones.

Por ejemplo, una masa para producir una galleta salada estable de larga duracion o galleta, tal como una galleta salada
Graham puede incluir de aproximadamente 40 % en peso a aproximadamente 65 % en peso de una harina de trigo
integral estabilizada, de aproximadamente 15 % en peso a aproximadamente 25 % en peso de al menos un azucar tal
como sacarosa, de aproximadamente 5 % en peso a aproximadamente 25 % en peso de al menos un aceite o grasa tal
como aceite vegetal o0 manteca, de aproximadamente 0 % en peso a aproximadamente 10 % en peso de al menos un
azucar humectante tal como jarabe de maiz con un alto contenido en fructosa y miel, de aproximadamente 0 % en peso a
aproximadamente 1% en peso de una fuente de proteinas tal como sélidos lacteo secos desnatados, de

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2761849 T3

aproximadamente 0 % en peso a aproximadamente 1 % en peso de un saborizante, tal como sal, de aproximadamente
0,5 % en peso a aproximadamente 1,5 % en peso de agentes de fermentacion, tales como bicarbonato de amonio y
bicarbonato de sodio, y de aproximadamente 8 % en peso a aproximadamente 20 % en peso de agua ariadida, donde
cada porcentaje en peso se basa en el peso de la masa, y los porcentajes en peso suman hasta 100 % en peso.

La harina integral estabilizada y los productos horneados que contienen la harina integral estabilizada pueden
contener la misma o sustancialmente la misma cantidad de inhibidor de lipasa, tal como acido lactico, como se
usa para producir la harina integral estabilizada.

Propiedades de la harina

El uso de un inhibidor de lipasa, tal como acido lactico, en cantidades de 1 mol a 5 moles por 45,36 kg (100 %) de
granos enteros, por ejemplo, al menos aproximadamente 3.000 ppm de acido lactico, basado en el peso de los
granos enteros, durante el tratamiento o hidratacion en la produccion de harina integral estabilizada, proporciona
harinas integrales estabilizadas con:

a) una mayor frescura superior medida por los free fatty acid (acidos grasos libres - FFA) y/o el hexanal formado
en la harina durante el almacenamiento,

b) propiedades sensoriales superiores, tales como menor olor a harina cruda formado en la harina durante el
almacenamiento, y

¢) una estabilidad microbiana superior medida mediante recuentos de esporas, cada una en comparacion con
harinas integrales producidas sin tratamiento de estabilizacién o utilizando estabilizacién térmica solo, sin el uso
de un inhibidor de lipasa.

Las harinas de trigo integrales estabilizadas pueden presentar un contenido de hexanal inesperadamente bajo
inferior a aproximadamente 200 ppm, preferiblemente inferior a aproximadamente 100 ppm, con maxima
preferencia, inferior a aproximadamente 10 ppm tras un mes de almacenamiento acelerado a 95 °C basandose en
el peso de la harina integral estabilizada.

También, el olor de harina cruda formado en la harina durante el almacenamiento, por ejemplo durante 58 dias de
almacenamiento en condiciones aceleradas a 33,3 °C (92 °F), puede reducirse con respecto a un control
producido sin tratamiento de estabilizaciéon o estabilizacion térmica solamente, en al menos 3 %, por ejemplo al
menos 5 %, preferiblemente al menos 7 %, con maxima preferencia al menos 10 %, con respecto a la evaluacion
sensorial por un panel experto del gusto utilizando una escala de puntuacién de 1 a 100 o donde una puntuacioén
de 1 tiene la intensidad mas baja, y una puntuacién de 100 tiene la mayor intensidad de aroma de harina,
reminiscente de una harina blanca que se ha abierto. El porcentaje o puntuacion de reduccion puede depender de
las condiciones de tratamiento tales como el nivel de hidratacion de salvado y el nivel del inhibidor de lipasa. Por
ejemplo, las harinas integrales estabilizadas pueden tener una puntuacion inferior o igual a 9, en una escala de 1
a 100, dependiendo de las condiciones de tratamiento, tales como el nivel de hidratacién del salvado y el nivel del
inhibidor de lipasa, tal como acido lactico, en comparacién con una puntuacién de control superior a 9,5.

Ademads, el uso del inhibidor de lipasa, tal como un acido organico, en la produccion de una harina integral
estabilizada permite reducir las esporas resistentes al calor en al menos aproximadamente 50 %, preferiblemente al
menos aproximadamente 75 %, con maxima preferencia al menos aproximadamente 90 % en comparacién con las
harinas integrales producidas sin tratamiento de estabilizacion o producidas utilizando estabilizacion térmica
solamente. Por ejemplo, la harina integral estabilizada con inhibidor de lipasa puede dar un Aerobic Plate Count
(Recuento aerobio en placa - APC) inferior a aproximadamente 150 UFC/g, preferiblemente inferior a 100 UFC/g,
con maxima preferencia inferior a 75 UFC/g, y un conteo de esporas resistentes al calor inferior a aproximadamente
75 UFC/g, preferiblemente inferior a 50 UFC/g, con maxima preferencia inferior a aproximadamente 10 UFC/g.

Atributos sensoriales de los productos horneados

Ademas, los productos horneados, tales como galletas, producidos utilizando la harina integral estabilizada,
inhibida con lipasa, envejecida, presentan una mayor retencién de sabor y otras propiedades sensoriales, tales
como retrogusto y efecto a posteriori en comparacién con los de productos horneados o muestras de control que
contienen la misma composicion pero estan hechos con harina integral producida sin tratamiento de estabilizacién
o producida utilizando estabilizacion térmica solamente, sin el uso de un inhibidor de lipasa.

Por ejemplo, las propiedades sensoriales de los productos horneados, tales como las propiedades sensoriales positivas de
sabor dulce, sabor a canela, retrogusto tostado horneado, retrogusto a vainilla, y retrogusto a miel para una galleta salada
Graham pueden verse aumentadas, y las propiedades sensoriales negativas de adhesion a los dientes después del efecto
y la cantidad de particulas después del efecto pueden verse disminuidas, en comparacion con un control producido sin
tratamiento de estabilizacion o utilizando tratamiento de estabilizacion solamente, en al menos 3 %, por ejemplo, al menos
5 %, preferiblemente al menos 7 %, con maxima preferencia al menos 10 %, conforme a la evaluacién sensorial realizada
por un panel de expertos del gusto utilizando una escala de 1 a 100, donde una puntuacién de 1 tiene la intensidad méas
baja, y una puntuacion de 100 tiene la intensidad mas alta de la propiedad tal como sabor dulce, sabor a canela, etc. El
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porcentaje de aumento o el porcentaje de reduccion, o la puntuacién pueden depender de las condiciones de tratamiento,
tales como el nivel de hidratacion del salvado y el nivel del inhibidor de lipasa.

Ademas, los productos horneados, tales como las galletas, producidos con las harinas integrales estabilizadas pueden
tener una puntuacion superior a 31 para la propiedad positiva de sabor dulce, en una escala de 1 a 100, dependiendo de
las condiciones de tratamiento, tales como el nivel de hidratacion del salvado y el nivel del inhibidor de lipasa, tal como
acido lactico, en comparacién con una puntuacion de control inferior a 30 para una muestra de control preparada con
harina integral producida sin tratamiento de estabilizacién o producida utilizando solamente estabilizacién térmica, sin el
uso de un inhibidor de lipasa. También, en una escala de 1 a 100, el producto horneado puede tener una puntuacion para
los atributos sensoriales positivos de sabor a canela de mas de 10, retrogusto tostado horneado superior a 31,5, retrogusto
de vainilla superior a 17,5, y retrogusto de miel superior a 23,6, y una puntuacion para las propiedades sensoriales
negativas de adhesion a los dientes tras el efecto inferior a 52, y una cantidad de particulas tras el efecto inferior a 36.

Los atributos sensoriales ilustrativos que se pueden evaluar para mostrar mejoras similares incluyen categorias
tales como aroma, aspecto, tacto, textura/sensacion en boca, sabor, y regusto/secuela. Los ejemplos de atributos
sensoriales especificos comprendidos en estas categorias que se pueden evaluar son:

a) Aroma: propiedades dulce, de vainilla, melaza, arce, miel, horneado/tostado, harina, canela, trigo, salvado y de carton;
b) Aspecto: color marrdn, color no uniforme, particulas visibles y propiedades de contraste opuesto;

c¢) Tacto: propiedades de rugosidad de superficie (parte superior), superficie irregular (parte superior), superficie irregular
(inferior), recubrimiento en polvo, dificil de romper, presién, ruptura limpia, migas, cantidad de capas y densidad;

d) Textura/Sensacidon en boca: propiedades de dureza inicial al mordisco, mordisco inicial crujiente, crocante,
desmenuzable, seco, cantidad de particulas, tamafio de particulas, solidificado, velocidad de disolucion, se pega
a los dientes, recubrimiento en boca y de secado de boca;

e) Sabor: propiedades de horneado/tostado, trigo, salvado, dulce, amargo, sal, vainilla, harina, canela, miel,
melaza, arce y de carton; y

f) Requsto/Secuela: propiedades de horneado/tostado, trigo, salvado, dulce, amargo, vainilla, canela, miel, melaza, se
pega a los dientes, cantidad de particulas, secado de boca, recubrimiento bucal, salivacién, metalico y perdurable.

La presente invencién se ilustra por los siguientes ejemplos no limitativos, donde todas las partes, porcentajes; y
relaciones son en peso, todas las temperaturas estan en °C, y todas las temperaturas son atmosféricas a menos
que se indique lo contrario:

Ejemplo 1

Parte A. Acidificacion de trigo integral

El objetivo de este ejemplo es describir como las semillas de trigo rojo blando se atemperan con agua que
contiene acido con el fin de producir una harina integral no blanqueada con un pH reducido. La humedad del trigo

inicial de 13,05 %, aumenta hasta una humedad de semilla final de 14,0 %, anadiendo agua al trigo a temperatura
ambiente y manteniendo el trigo durante 8 minutos. La cantidad de agua afiadida se calcula segun la tabla 1.

Tabla 1
Humedad total Humedad afadida Humedad final
Cantidad de trigo (g) humedad de semilla Peso seco (g) necesaria a 14 % (9) deseada
800 12,00 % 704,0 114,60 18,60 14,00 %
800 13,05 % 695,6 113,24 8,84 14,00 %
800 13,50 % 692,0 112,65 4,65 14,00 %

Procedimiento

La muestra de trigo limpia (800 g) se pesa en un frasco de plastico hermético al aire mezclada con la
correspondiente cantidad de agua de atemperado que contiene una cantidad especifica de acido como se
muestra en la Tabla 2. El trigo se atempera durante 8 horas a temperatura ambiente. Por ejemplo, para alcanzar
una concentracion de acido lactico de 850 ppm en 800 g de trigo, se afiaden 0,80 g de solucién de acido lactico al
85 % a 7,88 g de agua corriente. Una vez afiadida agua de atemperado con acido al trigo, el frasco se selld, se
agitd6 manualmente durante 1 min cada 10 min 6 veces, después se dej6 reposar durante la noche.

La Tabla 2 muestra los tres tipos diferentes de acidos, lactico, fosforico y clorhidrico, utilizados en este ejemplo.
La tabla muestra (1) peso de trigo (2) humedad inicial de trigo (3) peso seco de trigo (4) cantidad de cada solucién
acida anadida (5) cantidad de acido expresada en peso seco (dwb) (6) cantidad de agua de atemperado
necesaria (7) agua total (agua de atemperado + agua de la solucion acida) afadida para acondicionar la semilla
de trigo (8) cantidad de acido (dwb) anadida al trigo expresada en partes por millén (ppm) (9) humedad de semilla
atemperada. Las muestras de la invencion contienen una cantidad del inhibidor durante el tratamiento, que es de
1 mol a 5 moles de inhibidor por cada 45,36 kg (100 libras) de granos enteros.
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Tabla 2: Atemperado del trigo con diferentes cantidades y tipos de acido

o o o i Cantidad de Acido
Dosificacién | Salvado [Humedad| Peso BSéC{;ge BSéC{;ge Sgc{;ge Acido | Agua |[Agua| 4cido (4cido |[Conc| (moles/ Humedad
e de trigo de seco Y s e afiadido | afadida | total | peso seco/ | acido] 45,4 kg semilla
de &cido . lactico | fosférico | clorhidrico : j
(9) semilla | (g) @) Q) Q) (9) (dwb)|  (9) (9) |pesosemilla| M (100 libras) | atemperada
9 9 9 inicial) ppm semillas)
Control | 800,00 | 13,05% | %% 0,00 | 0,00 000 | 000 | 800 [800| 000 [000| 000 13,91 %
0.8 gde 695,6
acido lactico | 800,00 | 13,05 % 0’ 0,80 0,00 0,00 0,68 7,88 |8,00 850 0,94 0,4289 13,91 %
85 %
4 g 4cido o | 695,6 o
4ctico 85 % 800,00 | 13,05 % 0 4,00 0,00 0,00 3,40 7,40 |8,00 4.250 4,72 2,1446 13,91 %
8 g 4cido o | 695,6 o
l4ctico 85 % 800,00 | 13,05 % 0 8,00 0,00 0,00 6,80 6,80 |8,00 8.500 9,44 4,2891 13,91 %
5,65 g acido o |695,6 o
lactico 85 % 800,00 | 13,05 % 0 5,68 0,00 0,00 4,83 7,15 |8,00 6.038 6,66 3,0465 13,91 %
9,’41. g acido 800,00 | 13,05 % 695.6 9,41 0,00 0,00 8,00 6,59 |8,00 10.000 11,10 5,0460 13,91 %
lactico 85 % 0
0,8 g acido 695.6
fosférico 800,00 | 13,05 % 0’ 0,00 0,80 0,00 0,68 7,88 |8,00 850 0,87 0,3942 13,91 %
85 %
2,32 g 4cido 695.6
fosférico 800,00 | 13,05 % 0’ 0,00 2,32 0,00 1,97 7,65 |8,00 2.463 2,52 1,1422 13,91 %
85 %
6,5 g &cido 695.6
fosférico 800,00 | 13,05 % 0’ 0,00 6,50 0,00 5,53 7,03 |8,00 6.913 7,05 3,2062 13,91 %
85 %
089HC | 800,00 | 13.05% 5958|000 | 000 080 | 030 | 746 |7.96| 375 103 | 03120 | 13,91%
4 gHCI37 %| 800 13,05 % | 695,6 0 0 4 1,48 532 |7,84 1850 5,18 1,5435 13,89 %
653? ;Cl 800 | 13,05% |695,6 0 0 6,5 2,41 3,645 |7,74 3006 8,54 2,5080 13,88 %

Se afade &cido en agua a un lote de 800 g de semillas de trigo:

[Acido lactico, peso seco (ppm o (ug/g de trigo)]* 800 = peso seco total de acido;

Peso seco total de acido/peso molecular acido lactico = moles acido;

% agua * 800 g de trigo = agua total (g)/volumen equivalente (1 ml);

agua (ml)/1.000 = agua total (1);

[conc. acido] = moles de acido/litro agua = concentracién molar (M);

[[acido anadido (dwb), g por millén g semilla]/ peso molecular del acido, g)] = moles de acido por g de semilla;
moles de acido por g de semilla / 0,0022 Ib/g = “Acido (moles por libra) * 100 = “Acido (moles por 100 libras)

Parte B. Molienda de trigo

El objetivo de este procedimiento fue producir harina integral a partir de semillas de trigo atemperadas como se
ha descrito en la parte A.

Procedimiento

Las muestras de trigo atemperadas se molieron con un molino de laboratorio Chopin CD1 (Chopin, Francia) que
consistia en dos unidades. La primera unidad era un molino de rodillos que consistia en dos rodillos de ruptura y la
segunda unidad era un rodillo de molienda suave para reduccion. Se obtienen tres fracciones principales a partir de
los rodillos de ruptura de la primera unidad: sémola de harina gruesa en la bandeja colectora del lado derecho;
harina de ruptura en la bandeja colectora del lado izquierdo y salvado grueso. La sémola se procesa a través del
rodillo de reduccion de lo cual se obtienen dos fracciones; parte retenida de reduccién; y reduccién de harina.

La Tabla 3 muestra el rendimiento de extraccion de la harina. El rendimiento se calcul6é en base al trigo molido.
Se calcul6 el rendimiento de la harina como rendimiento = 100 x [(Peso salvado grueso y fino + peso partes
retenidas)/peso trigo], en este estudio: Las muestras de la invencién contienen una cantidad del inhibidor durante
el tratamiento, que es de 1 mol a 5 moles de inhibidor por cada 45,36 kg (100 libras) de granos enteros.

Tabla 3 Rendimiento de extraccion de harina

Cantidad de acido (&cido peso [Humedad de semilla Extraccion total de harina de
Dosificacion de acido seco/peso semilla inicial) atemperada ruptura (%)
Control 0 ppm 13,91 % 67,16
0,8 g de &cido lactico 85 % 850 ppm 13,91 % 67,47
4 g de 4cido lactico 85 % 4250 ppm 13,91 %, 68,01
8 g de &cido lactico 85 % 8500 ppm 13,91 %, 63,72
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5,65 g de 4acido lactico 85 % 6000 ppm 13,91 % 68,39
9,41 g de 4cido lactico 85 % 10008 ppm 13,91 % 67,11
0,8 g de acido fosférico 85 % 850 ppm 13,91 % 67,42
2,32 g de acido fosforico 85 % 2466 ppm 13,91 % 67,37
6,5 g de acido fosférico 85 % 6906 ppm 13,91 %, 67,98
0,8 g de &cido clorhidrico 37 % 370 ppm 13,91 %, 67,16
4 g de acido clorhidrico 37 % 1850 ppm 13,89 %, 68,13
6,5 g de acido clorhidrico 37 % 3006 ppm 13,88 %, 67,99
Resumen

Las semillas de trigo se atemperaron con agua que contenia diferentes tipos y cantidades de acido. La humedad anadida
se ajust6 de acuerdo con la humedad de la semilla de trigo inicial de manera que la humedad de la semilla final, después
del atemperado, fue de 14 %, lo cual se considera un intervalo preferido de humedad para la molienda de trigo. Se ajusté
el acido afiadido al agua de atemperado para analizar intervalos de 370 ppm a 10.000 ppm (peso seco de acido por peso
inicial de trigo). Se observé un comportamiento de molienda normal para todos los tipos y cantidades de tratamientos con
acido. El rendimiento de extraccion de harina fue, de forma tipica, de aproximadamente 67 % a 68 % y todas las fracciones
de molienda se recombinaron para formar harina integral con proporciones naturales de salvado, germen y endosperma.

Ejemplo 2
Produccién de salvado molido grueso a partir de semillas tratadas con &acido y recombinacion a harina integral

El objetivo de este procedimiento era reducir el tamafio de particulas de la fraccién gruesa de salvado y partes
retenidas de reduccion obtenidas a partir de la molienda del trigo tratado con acido. El salvado grueso del primer rodillo
de ruptura y las partes retenidas gruesas del rodillo de reduccién se congelaron con nitrégeno liquido en el frasco
sellado, después se molieron con un molino de laboratorio Perten 3.100 (Perten, Suecia), velocidad de rotacién de
martillo configurada a 16.800 rpm, abertura del tamiz de 0,5 mm. Después del triturado, el material triturado grueso se
recombin6 con fracciones de harina restantes (harina de ruptura + harina de reduccion) para formar harina integral. Se
determind la distribucién de tamafo de particulas de la harina integral utilizando un Roto Tap. El método es aplicable a
una amplia variedad de productos e ingredientes que utilizan una accién mecanica uniforme para asegurar resultados
precisos y confiables. El agitador reproduce el movimiento circular y de golpeteo utilizado en el tamizado manual. El
método se adaptod a partir del método del agitador RoTap ASTA 10.0 con las siguientes modificaciones y adaptaciones:

Aparato

El aparato empleado fue:

1. Un agitador de tamiz de ensayo eléctrico Tyler RoTap (Fisher Scientific), con temporizador automatico.

2. Tamices normalizados U.S. n.° 20, n.° 35, n.°40, n.°50, n.° 60, n.° 80, n.° 100, bandeja separadora inferior,
y cubierta.

3.  Ajuste de peso, precisién a 0,1 g.

4. Cepillos para limpiar tamices.

5.  Adyuvante del flujo de polvo de silicio (Syloid n.° 244, W.R. Grace & Co.).

Procedimiento

El procedimiento empleado fue:

1. Utilizar tamices tarados limpios, secados vigorosamente.

2. Pesar de forma precisa el tamafo designado de muestra (lo mas préximo a 0,1 g) en un vaso de precipitados
de 250 ml 0 400 ml.

3. Tarar los tamices adecuados y la bandeja inferior individualmente.

4. Apilar los tamices sobre el agitador con la abertura mas gruesa en la parte superior y aumentar la finura hasta
que la apertura mas fina esté en la parte inferior. Colocar la bandeja inferior debajo.

5.  Transferir la muestra cuantitativamente desde el vaso de precipitados al tamiz superior.

6. Colocar la cubierta del tamiz sobre la parte superior, a continuacioén la placa del agitador, el marco circular y
bajar el brazo del grifo.

7. Ajustar el temporizador a 5 minutos.

8. Tras la finalizacion de la agitacion, retirar los tamices del RoTap y pesar cuidadosamente cada tamiz y la
bandeja por separado.

Calculos

19



10

15

20

25

30

35

40

ES 2761849 T3

Los célculos empleados fueron:

1. Utilizando un tamiz

a) % sobre = (peso de tamiz + material) - peso del tamiz X 100
peso de la muestra

b. % atrav. =100 -%sobre

2. Utilizando tres tamices o mas
Tamiz A (Sa), grueso, superior
Tamiz B (Sp), medio, intermedio
Tamiz C (Sg), fino, inferior

etc.

a. % sobre, = (peso de S, + material) - peso de S, x 100
peso de la muestra

b. % sobre, = (peso de Sy + material) - peso de Sy x 100
peso de la muestra

c. % sobre. = (peso de S; + material) — peso de S; x 100
peso de la muestra

3. La cantidad de adyuvante de flujo de polvo de silicio afiadido a la muestra debe sustraerse del peso en la
bandeja antes de hacer el anterior calculo.
4. Lasuma de los porcentajes de todos los tamices (mas la bandeja) debe ser igual o0 muy aproximada a 100 %

Se midi6é el pH de la harina integral en una suspension acuosa al 10 % (una parte de harina a 9 partes de agua)
con el uso de un pH-metro Corning 360i equipado con un electrodo de pH de combinacién de alto rendimiento A-
58905-66. Se determina el nivel de ceniza segun el método oficial 923.03 de la AOAC para medir ceniza en
harina. La humedad de la harina se determind segun el método AACC 44-15A.

La Tabla 4 muestra las caracteristicas de harina integral de (1) humedad (2) pH (3) contenido de ceniza y (4)
distribucion de tamafo de particulas. Las muestras de la invencién contienen una cantidad del inhibidor durante el
tratamiento que es de 1 mol a 5 moles de inhibidor por cada 45,36 kg (100 libras) de granos enteros.

En el cuadro, los tamafos de malla corresponden a los siguientes tamafos de particulas: la malla 20 es de 850
micrémetros; la malla 35 es de 500 micrometros; la malla 40 es de 425 micrémetros; la malla 50 es de 300 micrémetros; la
malla 60 es de 250 micrémetros; la malla 80 es de 180 micrometros; la malla 100 es de 150 micrémetros.

Tabla 4. Caracterizacién de harina integral

Distribucién de tamafio de particulas
Cantidad de
acido (acido
peso Ceniza
seco/peso Humedad (14 % Malla | Malla | Malla | Malla | Malla | Malla | Malla
Dosificacion de [semilla pH harina harina | humedad | del del del del del del del através
acido inicial) integral integral base) n.°20 | n.°35 | n.°40 | n.°50 | n.°60 | n.°80 [n.°100| de 100 | Total
Control 5 hom 6,65 13,95 1,45 04 1 19 | 59 | 82 | 139 | 172 | 511 99,6
0,8 g de acido
l4ctico 85 % (850 ppm 6,3 13,75 1,44 0,2 1 2,1 5,6 7,6 17,9 16,7 48,8 99,9
4 g de acido
lactico 85 % 4250 ppm 5,24 13,7 1,44 0,1 1,1 1,9 55 6,4 16,2 16,1 51,7 99
8 g de &cido
lactico 85 % |8500 ppm 4,65 13,85 1,44 0,3 0,5 1 5,1 8,9 12,8 18 53 99,6
5,65 g de acido
lactico 85 % |6000 ppm 4,95 13,75 1,45 0,2 1 1,8 5,8 6,8 10,4 17,7 55,6 99,3
9,41 g de &cido
lactico 85 % [10000 ppm 4,54 13,55 1,42 0,3 1,4 2,1 5,6 7,3 13,7 16,4 53 99,8
0,8 g de acido
fosférico 85 % [850 ppm 6,16 13,9 1,51 0,2 0,4 0,8 4,6 9 18,6 18,4 47,9 99,9
2,32 g de 4cido
fosférico 85 % [2465 ppm 5,67 13,75 1,6 0,1 0,5 1,6 5,5 7,9 13,6 17,2 52,3 98,7
6,5 g de acido
fosférico 85 % |6906 ppm 4,64 13,85 1,92 0,2 0,6 1,2 4,8 7,7 9,9 17,1 58,2 99,7
0,8 g de acido
clorhidrico 37 %370 ppm 6,18 13,45 1,47 0,1 1,1 1,9 5,6 7,3 15,6 16,7 51,1 99,9
4 g de acido
clorhidrico 37 %(1850 ppm 5,07 13,85 1,43 0,3 0,4 0,9 4,7 11,4 13,7 17,7 49,9 99
6,5 g de acido
clorhidrico 37 %[3006 ppm 4,48 13,7 1,43 0,1 0,7 1,4 55 7 14 15,4 54,3 98,4
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Se determiné la actividad de la lipasa extraible para cada harina. EI método utilizado para determinar la actividad de
la lipasa es el siguiente.

A. Aparato

OCeNoOOr~WON =

Fluorémetro TD-700 (Disefio de Turner) con filtros de Em 442 y Ex 300 nm
Ajuste analitico (+0,0001)

Pipetman, 10 ul, 50 ply 5.000 ul y puntas para cada una

20 ml viales de vidrio para centelleo con tapones (VWR n.° 66022-060)
Tubos de centrifuga de 50 ml (VWR n.°20170-170)

Centrifuga refrigerada (Beckman Allegro X15R)

Matraz volumétrico de 25 y 1000 ml con tapén

Vaso de precipitados 1500 ml

Varillas de agitacién

10. Mezclador de vortice

11. Cubetas desechables, 4,5 ml (VWR n.°58017-875)

12. Tapones para cubetas desechables (VWR n.°24775-083)
13. Cubeta de hielo aislada (VWR n.°35751-046)

14. Agitador/vaivén (VWR n.° 14003-580)

15. Temporizador

B. Reactivos

1. Agua desionizada

2. Heptanoato de 4-metilumbeliferilo (4-MUH) (Sigma n.°M2514)
3. 2-Metoxietanol (Fluka n.°64719)

4.  Clorhidrato de Trizma (Sigma n.° T-5941)

5. Hidréxido de sodio 1 N (Fisher n.° SS266)

6. Hielo

C. Soluciones

1. Tampon de ensayo (Tris HCI 0,2 M, pH 7,4)

. Pesar 31,52 g de clorhidrato de trizma (B-5) en un vaso de precipitados de 1.500 ml (A-8)

. Anadir aproximadamente 900 ml de agua desionizada, anadir una barrita agitadora, disolver

. Ajustar el pH a 7,4 con hidréxido de sodio 1 N

. Transferir a un matraz aforado de 1.000 ml (A-7) y llevar a volumen con agua desionizada

2. Solucién madre de sustrato (4-MUH al 0,5 % en 2- metoxietanol, P/V)

. Pesar de 0,0720 a 0,0725 g de heptanoato de 4-metilumbeliferilo (B-2) en un vial de 20 ml (A-4)

. Anadir 15 ml de 2-metoxietanol (B-3) al vial

. Someter a vortizacion para disolver el polvo

. Almacenar a temperatura ambiente y descartar después de una semana

3. Solucién de sustrato de trabajo (0,03 % 4-MUH (P/V) en una solucién acuosa de 2-metoxietanol al 6 % (V/V))

. Retirar una alicuota de 1,5 ml de la solucién madre de sustrato (C-2) y pipetear a un matraz aforado de 25 ml (A-7)
. Diluir hasta el volumen con agua DI

. Mezclar vigorosamente.

. Preparar una solucion de sustrato de trabajo reciente a partir de la solucion madre de sustrato (C-2) para
cada ensayo.

4.  Mezclar agua con hielo (Bafio de hielo)

Introducir hielo en una cesta aislada (A-13) y afiadir aproximadamente la mitad del volumen de agua fria

e e 5 e e e o e (5

Soluciones de muestra de harina

Enfriar previamente el tampén de ensayo (C-1) en un bafio de hielo (C-4)

Pesar 0,1 g de muestra (con la mayor aproximacién posible a 0,1000 g) en un tubo de centrifuga de 50 ml (A-5)
Anadir 20 ml de tampén de ensayo enfriado (C-1)

Someter a vortizacién para disolver

Colocar el tubo horizontalmente en el bafio de hielo y agitar lentamente en un agitador (A-14) (configuracién

.°2 de la velocidad, 16 pasadas/min) durante 30 min

Muestras de centrifuga a 4750 rpm (A-6), 5 °C durante 10 minutos
Utilizar el sobrenadante para el ensayo

D. Calibracion del fluorometro (Referencia a TD-700 Manual de funcionamiento para calibracién, multiopcion,
procedimiento de fluorescencia en bruto)

Encender el fluorémetro (espere hasta que aparezca Home Screen)
Presionar <ENT> desde la pantalla “HOME” para Setup&Cal
Seleccionar #2 para Calibration
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. Colocar la cubeta que contiene 3000 ul de tampén de ensayo (C-1, temperatura ambiente) en la camara de
muestras

. Presionar <ENT>

. Presionar n.° 1 para OK para ajuste de muestra (Set Sample) = 100 (ajuste por defecto de 100, esperar hasta
que quede establecido el factor de sensibilidad (Sensitivity Factor), la lectura debe ser alrededor de 100)

. Presionar <ENT>

. Presionar #9 para No Subtract Blank (volviendo a Home Screen)

E. Ensayo de la muestra

. Etiquetar previamente las cubetas (A-11) con la ID de la muestra adecuada

. Anadir 10 pl de solucién de sustrato de trabajo (C-3) a la cubeta previamente utilizada para calibrar el
instrumento (D-3) como Blanco

. Tapar (A-12) e invertir 5 veces para mezclar

. Colocar la cubeta en el compartimento de muestras en el fluorémetro (A-1)

. Iniciar el temporizador inmediatamente después de cerrar la tapa del fluorémetro y registre

. Lectura de la fluorescence intensity (intensidad de la fluorescencia - Fl) a los siguientes intervalos de 0,5, 1,
2, 3, 4,y 5 min. Retirar la cubeta del compartimento de muestras del fluorometro

. Pipetear 2.950 ul de tampdén de ensayo (C-1, temperatura ambiente) a la primera cubeta de muestras
etiquetada previamente (E-1)

. Pipetear 50 ul de solucién sobrenadante de la primera muestra de harina extraida (C-5)

. Anadir 10 ul de solucién de sustrato de trabajo (C-3)

. Repetir la etapa E-3 a E-6 para todas las muestras posteriores inmediatamente

F. Célculos

. Valores Fl de la gréafica frente a tiempo de incubacién para cada muestra como curva de reaccion

. Determinar la pendiente (AFI/min) utilizando la regresién de minimos cuadrados en la hoja de célculo Excel
en la curva de reaccion

. Normalizar AFI/min con un peso de la muestra a 0,1000 g como sigue:

. AF1/min normalizado = Pendiente x (0,1000 g/de peso de muestra en g)

. Indicar la actividad lipasa como AFI/min/0,1 g

La actividad de la lipasa extraible para las diversas harinas integrales se muestra en la Figura 3.
Resumen y conclusiones

Atemperando las semillas de trigo con acido que contenia agua, seguido de molienda y recombinacién con harina de
trigo integral, se obtuvo una harina integral de un pH menor que el del control sin tratar. Todo el trigo mostré un
rendimiento de molienda normal. La fraccion gruesa se trituré antes de recombinar con harina integral. La distribucion
de tamafo de particulas de la harina final fue similar entre las variables de prueba, con aproximadamente 15 % del
peso de la harina > 250 um y aproximadamente 50 % a 60 % < 150 um. El contenido de ceniza es indicativo de la
cantidad de material de salvado. El uso de medicién de ceniza en molienda de harina se basa en la mayor
concentracién de ceniza (minerales) en el salvado, aleurona y germen que en el endosperma. El contenido de ceniza
es un indice ampliamente utilizado de la pureza de la harina y proporciona un medio para medir la separacion mecanica
de los componentes de la semilla durante el proceso de molienda. En este caso, la ceniza se usa como un indicador de
recombinacién completa y reproducible de la fraccion molida gruesa con el endosperma de la harina para elaborar
harina integral con una proporcién natural de salvado, germen y endosperma. El pH de la harina final dependié de la
cantidad y tipo de acido usado para atemperar la semilla entera. La actividad de lipasa extraible en la harina integral
disminuy6 en funcién del pH en el intervalo estudiado (de pH = 6,6 (control no tratado) hasta pH = 4,5).

Ejemplo 3
Efecto del atemperado con acido en la estabilidad de la harina integral

El objetivo de este ejemplo fue analizar el efecto de atemperado con acido en la estabilidad de la harina integral
durante el almacenamiento. La cantidad de acidos grasos libres formados se midié después del almacenamiento
de la harina en un frasco de vidrio sellado durante 30 dias en condiciones de almacenamiento acelerado de 92 °F.

Se preparé harina integral segun el proceso descrito en los ejemplos 1 y 2. Las harinas sometidas a ensayo fueron:
(1) harina de trigo rojo blando sin tratar (control); (2) harina de trigo rojo blando tratada con &cido lactico a pH 6,30;
(3) harina de trigo rojo blando tratada con acido lactico a pH 5,24; (4) harina de trigo rojo blando tratada con acido
lactico a pH 4,95; (5) harina de trigo rojo blando tratada con acido lactico a pH 4,65; (6) harina de trigo rojo blando
tratada con &cido lactico a pH 4,54; (7) harina de trigo rojo blando tratada con acido fosférico a pH 6,16; (8) harina de
trigo rojo blando tratada con acido fosférico a pH 5,67; (9) harina de trigo rojo blando tratada con acido fosférico a pH
4,64; (10) harina de trigo rojo blando tratada con acido clorhidrico a pH 6,18; (11) harina de trigo rojo blando tratada
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con acido clorhidrico a pH 5,07; (12) harina de trigo rojo blando tratada con &cido clorhidrico a pH 4,48. Los
resultados se compararon con la cantidad de acidos grasos libres formados en la harina de control sin tratar. Se
prepararon harinas integrales con una proporcion natural de componente de salvado y endosperma obtenidos a de
la molienda de harina. El contenido de ceniza de harina integral se utilizé para confirmar la composicion.

Se determiné el contenido de acidos grasos libres de la harina integral (harina fresca y harina envejecida durante
30 dias) segun el siguiente método:

El contenido de &cidos grasos libres de las harinas se adapté a partir del método expuesto en “Jong, C.: Badings, H.
T.; Journal of High Resolution Chromatography; 1990; Determination of Free Fatty Acids in Milk and Cheese
Procedures for Extraction, Clean up, and Capillary Gas Chromatography Analysis.” Los extractos lipidicos, que
contenian &cidos grasos libres, se obtuvieron de los alimentos mediante extraccion con disolventes organicos
acidificados. Los extractos lipidicos anhidros se hacen pasar a través de un cartucho SPE de intercambio aniénico
débil para aislar los acidos grasos libres del material extraido conjuntamente, en particular los glicéridos neutros.

El procedimiento es el siguiente:
Aparato

a. Cromatdgrafo de gases (GC) ajustado para inyeccién de columna capilar en columnas de 0,53 mm de diametro
interno con control electronico de presién (EPC) y detector de ionizacién de llama (FID), [ejemplo: HP5890 Serie I1]

b.  Automuestreador compatible con el CG, [ejemplo: HP7673]

c. Sistema de software capaz de recoger datos de cromatografia, calculo de estadisticas y tabulacién de resultados
d. Balanza analitica con una resolucion de 0,0001 g, una capacidad de 150 g

e. Centrifuga con capacidad de 3.000 rpm (2050 rcf), con control de temperatura, (opcional)

f. Polytron capaz de homogeneizar muestras a 25.000 rom [ejemplo: Brinkmann Instruments, Polytron Kinematica
AG modelo PT 1300 D]

g. Mezclador de vortice

h. Dispensadores de disolvente con componentes plasticos inertes [ejemplo: Brinkmann - dos 1-5ml de
capacidad n.°de cat. 2222010-1 y uno 5-25 ml de capacidad n.°de cat. 2222030-6]

i Tenaza para viales automuestreadores

Suministros

1. Columna: StabilwaxDA 0,25u, 0,53 mm x 15 m [Restek Corp. n.°11022]

2. Cartuchos de SPE: Bond Elut NH2, 3 cc, 500 mg, con fritas de acero inoxidable [Parte variante n.° 1212-4038]
3.  Tubos de prueba para centrifuga de vidrio con tapones de rosca recubiertos con teflén, tamafio: 16 X 125 mm
4. Tubos de centrifuga de vidrio Corex con tapones de rosca recubiertos con teflén, 45 ml [ejemplo: COREX I
n.°8422-A]

5. Papel de filtro Whatman n.° 1, 125 mm de didmetro

6. Embudo de filtrado de marca Pyrex, tallo corto

7. Tubos de cultivo desechables, vidrio de borosilicato 16 x 150 mm [ejemplo: VWR n.° de cat. 47729-580]

8. Viales de vidrio con tapones de rosca recubiertos con teflon, 4 ml. [ejemplo: Kimble n.° de cat. 60940A 4]
9. Viales automuestreadores, vidrio de borosilicato, parte superior fruncida con tapones recubiertos con teflén
10. Frascos de borosilicato ambar con tap6n de rosca recubierto con teflén, 100 ml

11. Frasco de borosilicato transparente con tapén de rosca recubierto con teflon, 250 ml

12. Probetas: 250 ml, 100 ml

13. Matraces volumétricos: 250 ml, 100 ml

14. Pipetas volumétricas de vidrio, clase A 5, 2, 1 ml y graduadas 10, 5 ml

15. Pipetas Pasteur desechables: 5 3/4 y 9 pulgadas

16. Microespatula, espatula y tubos de transferencia de muestra de polipropileno

Reactivos/soluciones

Reactivos y patrones

1 Etanol - 200 de prueba, anhidro, 99,5 % +, almacenado en vidrio ambar [Aldrich n.°45.983-6 o equivalente]
2 Hexanos, grado GC [B&J n.°216-4 o equivalente]

3. Iso-propanol, grado GC [B&J n.° 323-4 o0 equivalente]

4.  Metil-terc-butiléter (MTBE) - grado GC [B&J n.°242-4 o equivalente]

5. Cloruro de metileno, grado GC [B&J n.°299-4 o equivalente]

6 Acido aceético - pureza a monitorizar para el nivel de acido propionico [Aldrich n.°32.009-9 o equivalente]

7. Acido sulfarico - reactivo ACS, 95,0-98,0 % [reactivo de Fisher ACS n.° A800-500 o equivalente]

8. Agua Tipo 1 [Fisher HPLC n.°W5-4 o equivalente]

9. Tierra de diatomeas [Leco pieza n.°502-327 o equivalente]
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10. Patrones de > 99,0 % de pureza 3:0; 4:0; 6:0; 8:0; 9:0; 10:0; 11:0, 12:0; 13:0; 14:0; 16:0; 18:0 [ejemplos: 3:0
Aldrich n.° 24.035-4; 4:0 Aldrich n.° B10.350-0; 6:0 Aldrich n.° 15.374-5; 8:0 Aldrich n.° 0-390-7; 9:0 Sigma n.° N-
5502; 10:0 Aldrich n.° 15.376-1; 11:0 Sigma n.° U-5503; 12:0 Aldrich n.° 15.378-8; 13:0 Sigma n.° T-0502; 14:0
Aldrich n.° 15-379-6; 16:0 Nu-Check- Prep, Inc.>99 %; 18:0 Nu-Check- Prep, Inc.>99 %]

Soluciones a preparar

Sulfarico 2,5 M: Diluir 7 ml de acido concentrado con agua de tipo 1 a 50 ml volumétricamente.

1 (v/v) MTBE: Hexanos
2:1 (v/v) cloruro de metileno: 2-propanol
acido acético 2 % en MTBE: Diluir 5 ml de acido concentrado con MBTE a 250 ml volumétricamente.
1:1 (v/v) Hexanos: 2-Propanol, disolvente de aclarado para jeringa entre ciclos
Patrones (Preparacion de patrones, ver Apéndice 13.1)
Patrén interno: 11:0; Secundarios: 9:0 y 13:0
Matriz adicionada (MS) en solucion de trabajo estandar en etanol: MS a ~ 50 ug/ml. Este nivel puede ser
aproplado para las determinaciones de nivel bajo a medio. Generalmente, los niveles de FFA varian mucho en
una matriz determinada. Por consiguiente, puede ser necesaria una solucion de adicién de cantidades variables
por FFA individual por matriz.
c. Patrones de calibracion en hexanos, establecer intervalo lineal: Intervalo de una columna 1 - 200 pg/g (ppm),
patrones de &cidos grasos libres: 3:0, 4:0, 6:0, 8:0, 9:0, patrén secundario, 10:0, 11:0 patrén interno, 12:0, 13:0 patron
secundario, 14:0, 16:0 y 18:0. Comentario: los calculos de 18:1 y 18:2 se basan en un factor de respuesta 18:0.
d. Después, se preparan patrones de calibracion en acido acético 2 % en MTBE, la solucién eluyente final:
Patron de calibracién n.° 3 a ~ 50 ug/ml preparado en acido acético 2 %/MTBE actualmente utilizado para crear
horquillas de muestra.

cpooALN

Muestras de control, blancos, duplicados y adiciones de matriz

Antes de usar un nuevo lote de cartuchos de SPE, debe determinarse la fraccién de elucion adecuada con un patrén de
nivel medio. Se prepara un blanco con cada lote de muestras. Dentro del lote cada estudio contendrd un duplicado. Se
realizard una matriz adicionada para todas las matrices nuevas y en casos en que la homogeneidad constituya un
problema. Se debe preparar una verificacién de calibracion inicial (ICV para verificar la correcta preparacion de los
patrones de calibracién. Actualmente, no existen muestras de comprobacién apropiadas para este analisis.

Preparacién de la muestra y almacenamiento

a. Almacenamiento inicial de muestra: congelada, refrigerada, o a temperatura ambiente segun lo especificado
para cada muestra individual.

b. Las muestras con lipasas activas pueden requerir un manejo especial, tal como la inactivacién enzimatica.

c. Muestreo: temperatura ambiente, bien mezclado - homogéneo

d. Extractos de muestra: soluciones almacenadas en viales recubiertos con teflén tapados herméticamente con
tape de rosca, ya sea en una campana bien ventilada o un refrigerador a prueba de explosiones.

e. Aislados de muestra: el eluyente final es una mezcla de acido y disolvente organico. Estos aislados deben
almacenarse en un area de almacenamiento para sustancias inflamables aprobada lejos de toda base.

Limpieza de muestra
Procedimiento para la extraccién de muestra: Matriz sélida y liquida

Anadir a tubos de ensayo para centrifuga de vidrio de 45 ml en el siguiente orden:

Muestra 1,0-1,05¢ Registrar el peso + 0,0001 g
Solucién estandar de patrén interno de trabajo 1,0ml Pipetear
Etanol 1,0 ml Pipetear
H.S0,2,5m 0,3ml Pipetear

Agitar en vortice para formar una mezcla homogénea.

Afadir: Tierra de diatomeas’ 45+0,1g

Agitar en vortice vigorosamente

Equilibrar al menos 10 minutos?

Afadir 1:1 (v/v) MTBE: Hexanos 15,0 ml Dispensador de disolvente

En los casos de muestras de humedad muy baja (ejemplo - harina) la tierra de diatomeas absorbe demasiada
cantidad de los disolventes. Solo en estos casos, se aconseja 3,5 g.

El tiempo minimo para la interaccion de la muestra y la tierra de diatomeas es de 5 minutos. La tierra de
diatomeas absorbe agua. La presencia de humedad de la muestra puede dar lugar a resultados no
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reproducibles. 3:0 y 4:0 de facil reparto en la capa de agua. Como valor minimo se ha establecido diez minutos.
Esto proporciona un margen de seguridad para permitir el fin de la interaccion.

Proceso de extraccion:

Polytron: ajuste 24.000 rpm; tiempo: 25 - 45 segundos dependiendo de la solidez de la matriz Precaucion: Usar
guantes. Aclarar la punta del Polytron con agua caliente, secar con paro, seguido de aclarado con 2-propanol y
secar de nuevo la punta con pafo. Se pueden utilizar Kimwipes o toallitas de papel desechables. La sonda de
Polytron puede requerir aclarados adicionales. Algunos problemas potenciales de los remanentes incluyen alto
contenido en grasa, alto contenido de FFA y lipasas activas. El enjuague final antes de las muestras debe ser con 2-
propanol. Ver notas 11.4. Después, centrifugar la muestra en vortice, filtrar el contenido completo del tubo de
centrifuga a través de un papel Whatman del n.°1. Recoger el filtrado en tubos de ensayo de vidrio con tapon de
rosca de 16 x 125 mm. Opcién alternativa: Para maximizar el volumen de sobrenadante, centrifugar a 3.000 rpm
durante 30 minutos. Si se elige esta opcion, deben tenerse en cuenta las precauciones con respecto a la volatilidad
del disolvente. Transferir el sobrenadante a tubos de ensayo de vidrio con tap6n de rosca de 16 x 125 mm.

Aislamiento de acido graso libre

Acondicionar el cartucho de SPE con 3 ml de hexanos. En este caso, es apropiado un dispensador de disolvente. En esta
etapa se puede afnadir disolvente adicional sin ningn efecto negativo, especialmente si los extractos de muestra no estan
listos para su transferencia en este momento. Los hexanos adicionales evitaran que el cartucho se seque. Llenar el barril
del cartucho de SPE con el extracto de muestra. Bastara utilizar una pipeta Pasteur en esta transferencia. El volumen de
extracto cargado en el SPE es de aproximadamente 3 ml. Permitir el drenado completo sin secado. Lavar dos veces con
2 ml de cloruro de metileno: Solucion de 2-propanol para eliminar los glicéridos neutros. Se recomienda un dispensador de
disolvente. Dejar drenar por completo. Pipeta 2,5 ml &cido acético 2 % - MTBE. Desechar el eluato. Transferir el cartucho
de SPE a viales de recoleccién de muestras. Pipetear una segunda cantidad de 2,5 ml de acido acético 2 % - MTBE.
Recoger el eluato que contiene FFA en un vial de 4 ml directamente. Mezclar vigorosamente.

Los volimenes de elucién para acidos grasos libres deben verificarse para cada nuevo lote de cartuchos de SPE.
Aplicar un ml de un patron de trabajo de nivel medio, Cal n.° 3, en hexanos a un cartucho acondicionado, eluir a
continuacién del siguiente modo:

Fraccion 1 2X2 ml Cloruro de metileno: 2-propanol Desechar
Fraccion 2 1,5ml Acético 2 % en MTBE Desechar
Fraccion 3 1,0 ml Acético 2 % en MTBE Recoger
Fraccion 4 1,5ml Acético 2 % en MTBE Recoger
Fraccion 5 1,0 ml Acético 2 % en MTBE Recoger
Fraccion 6 1,0 ml Acético 2 % en MTBE Recoger

Analizar las fracciones 3 a 6 para determinar el volumen éptimo de solucién necesaria para eluir todos los acidos
grasos libres.

Una vez determinada la fraccion apropiada, se puede usar un proceso de tamizado para validar el siguiente
nuevo lote de cartuchos de SPE. Un extracto del blanco puede dividirse entre cartuchos de lote viejos y nuevos.
Si los andlisis por CG de los productos aislados guardan correlacion, no se requiere ninguna otra accion. De
cualquier otra manera, la fraccién correcta se debe optimizar siguiendo las etapas antes mencionadas.

Configuracién de instrumentos

Instrumento: GC capaz de inyeccién en columna, columna de 0,53 mm, EPC, automuestreador

Columna: StabilwaxDA: 0,25 micrometros, 0,583 mm x 15 m

Gas portador: Flujo constante de hidrégeno a 10,0 ml/min o fijar EPC a 2,0 psi a 60 °C. Programa de temperatura:
60 °C, tiempo de retencién 0,5 min, a 50 “min hasta 100 °C, a 10% min hasta 250 °C, tiempo de retenciéon 1 min
Temp. de inyeccion: Pista de horno de modo diferencial 3 °C

Volumen de inyeccion: 1 pl

Detector: Detector de ionizacion por llama a 260 °C, intervalo 0

Andlisis

Andlisis inicial:

Primero, un analisis de blanco del instrumento, acido acético 2 % en MTBE, debe demostrar un sistema libre de
contaminante. En segundo lugar, una solucién estandar, 1 ppm, debe mostrar una deteccion aceptable para cada

compuesto. En tercer lugar, se debe preparar una calibracién de cinco puntos, de 5 a 200 ppm, para establecer el
intervalo de funcionamiento aceptable para la cuantificacion.
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El calculo se puede basar en el factor de respuesta promedio o regresion lineal. Si se elige el calculo del factor de
respuesta, entonces la desviacion estandar relativa (RSD) debe estar dentro del 20 % del promedio para cada compuesto.
Alternativamente, con el método del coeficiente de regresion lineal (R®), se requiere un valor de 0,999 para cada
compuesto de interés. Esta calibracion debe verificarse con un ICV preparado a partir de una fuente secundaria de
patrones. Todos los compuestos del ICV deben estar comprendidos en un intervalo de + 5 % de la calibracion actual.

Andlisis continuo:

En cada inicio, se analiza un blanco del instrumento y un patrén de nivel medio antes de las muestras. El blanco
debe demostrar que no hay presencia de contaminante. El patrén de nivel medio no debe diferir mas de 10 % de los
valores esperados con respecto a la calibracién actual. Cada quince muestras debe crearse una horquilla con un
patrén de nivel medio. Si un patrén de nivel medio supera el limite de 10 %, debe adoptarse una accién correctiva y
deben volver a analizarse todas las muestras previas a ese patron. Puede utilizarse una forma de pico 18:0 para
monitorizar el estado de la entrada. La degradacion - alargamiento de la forma de pico del acido estearico indica que
tiene lugar acumulacién en el extremo delantero de la columna. La pérdida real de &cido estearico es indicativa de
escape o contaminacion del puerto de inyeccion. Las medidas correctoras se describen en el anexo 13.2.

Evaluacién, célculo y expresion de resultados

Evaluacién y célculo

Se evallan todos los cromatogramas en cuanto a la forma de pico. Una forma pico deficiente representa un
problema con la configuracion de funcionamiento. Este problema debe solucionarse antes del analisis adicional.
Ver las directrices de entrada y columna de GC en el anexo 13.2. Los patrones se evallan adicionalmente en
cuanto a tiempos de retencion. La ventana de tiempo de retencion aceptable para los FFA individuales es de *
0,02 minutos de los patrones de calibracién actuales. Ademas, los niveles de FFA de muestra deben estar dentro
de los limites de calibracion establecidos. Si cualquier componente supera la cantidad de calibracion superior, esa
muestra debe diluirse adecuadamente y analizarse nuevamente.

Este método se basa en la cuantificacion del patron interno. La curva de calibraciéon de cinco puntos va de 5 a
200 ppm. Se promedian los cinco factores de respuesta. A continuacién, se usa el factor de respuesta promedio
para calcular los FFAS desconocidos. Cada compuesto tiene su propio factor de respuesta.

Célculo del factor de respuesta:
Factor de respuesta (RF): RFx = (Ax Cpi) / (Api Cx)
Factor de respuesta promedio (RFprom): RFxprom = (RFx1 + RF x2 + RF x3 + RF x4 + RF x5)/5
Donde: RFx = Factor de respuesta del compuesto X; Ay = Area maxima del compuesto X; Cis = Total (ug) de
patrén interno anadido; Ais = Area maxima del patron interno; Cx = Total (ug) de compuesto X; y RFxprom = factor
de respuesta promedio para el compuesto X obtenido a partir de una calibracion de cinco puntos
Calculo de la concentracion desconocida:
Concentracion de muestra desconocida (ug/g) = (Ax * Cpi) / (Api * RFxprom * W)
Donde: W = Peso de la muestra en (g)
Expresion de resultados
Los resultados se indican en ppm, pg/g o mg/kg, redondeados al nimero entero mas cercano. Antes de la generacion
de datos de la muestra, el laboratorio debe establecer los limites de cuantificacion practicos y de deteccion. Los
resultados por debajo del punto de calibracién mas bajo se indican como valores inferiores a ese valor, < 5 ppm.
Los FFA retenidos en una fase de amina se eluyen con acido acético al 2 % en metil-terc-butiléter (MTBE). El extracto
se sometié a cromatografia en una columna capilar, Stabilwax. Los compuestos se detectan mediante ionizacion de
llama (FID). Las cantidades de acidos grasos pares, de 4:0 a 18:0, incluido 3:0, se determinan mediante cuantificacion
de patrones internos, 11:0. Los célculos de 18:1 y 18:2 se basan en el patron de 18:0. La cantidad de tetradecanoico
(14:0), hexadecanoico (16:0), octadecanoico (18:0), octadecenoico (18:1) y octadecadienoico (18:2) hallada en las
harinas se sumaron para obtener el contenido total de &cidos grasos libres de la harina mostrado en la Tabla 1.
La Tabla 5 contiene los resultados de los acidos grasos libres totales formados en harina integral después del

almacenamiento durante 30 dias a 33,3 °C (92 °F). Se muestran: (1) tipo de acido (2) cantidad de acido (3)
concentracion molar de acido en el agua de atemperado (4) moles de acido por 100 semillas de peso (5) pH
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inicial (6) pH final (7) concentracion de acidos grasos libres (8) % de reduccion en la cantidad de acidos grasos
libres en comparacién con la harina de control. Las muestras de la invencion contienen una cantidad del inhibidor
durante el tratamiento que es de 1 mol a 5 moles de inhibidor por cada 45,36 kg (100 libras) de granos enteros.

Tabla 5. pH y contenido de FFA de harina integral envejecida

Cantidad de &cido "
Dosificacion de (peso seco de [Conc. | Acido (moles/45,4 kg H Inicial pl-(ijglsc%%osd?css Caida del &ng:i\nggﬂ?al % Inhibicion
acido acido/peso inicial | &cido] (M) | (100 libras) semillas) P é2 o[’: pH m) °
semilla) ppm ( ) (PP
Control 0 0 0 6,65 5,99 0,66 3757 -
0,8 g de acido
lactico 85 % 850 0,94 0,4289 6,3 5,91 0,39 3385 9,9
4 g de acido
lactico 85 % 4250 4,72 2,1446 5,24 5,16 0,08 2406 35,96
8 g de acido
lactico 85 % 8500 9,44 4,2891 4,65 4,59 0,06 1655 55,95
5,65 g de acido
lactico 85 % 6000 6,7 3,0276 4,95 4,87 0,08 2112 43,78
9,41 g de 4cido
lactico 85 % 10000 11,1 5,0460 4,54 4,45 0,09 1382 63,22
0,8 g de acido
fosférico 85 % 850 0,87 0,3942 6,16 5,82 0,34 3062 18,5
2,32 g de acido
fosférico 85 % 2465 2,52 1,1433 5,67 5,39 0,28 2386 36,49
6,5 g de acido
fosférico 85 % 6906 7,05 3,2032 4,64 4,66 -0,02 1592 57,63
0,8 g de acido
clorhidrico 37 % 370 1,03 0,3087 6,18 577 0,41 2593 30,98
4 g de acido
clorhidrico 37 % 1850 518 1,5435 5,07 4,93 0,14 1147 69,47
6,5 g de acido
clorhidrico 37 % 3006 8,54 2,5080 4,48 4,42 0,06 746 80,14

La Figura 4 muestra una representacién de los acidos grasos libres totales formados al cabo de 30 dias a 33,3 °C
(92 °F de uso) como una funcién del pH inicial de la harina. Ademas del pH, en la Figura 5 se muestra el efecto
de la concentracién del acido en la supresién de los acidos grasos libres formados en la harina.

Resumen

La estabilizacién por acidificacion reduce la cantidad de acidos grasos libres formados en la harina integral. El nivel
de acidos grasos libres después de 30 dias fue de 3.757 ppm en el control sin tratar. La formacién de acido graso de
la harina a aproximadamente pH = 4,5 se redujo a 1.382 ppm en el caso del tratamiento con &cido lactico, 1.592 ppm
en el caso del tratamiento con &cido fosférico y 746 ppm en el caso del tratamiento con &cido clorhidrico. La
concentracién de acido también se relaciona con la reduccién de los acidos grasos libres formados en la harina.

Se observd una desviacion ligeramente descendente en el pH de la harina en un periodo de almacenamiento de
56 dias. El cambio se vio reforzado en la harina de control sin tratar debido probablemente a cantidades
superiores de acidos grasos formados en la harina. La reduccién global en los acidos grasos libres formados
oscilaba desde una reduccién del 10 % hasta una reduccién del 80 %, dependiendo del pH. Se cree que esta
reduccién en los acidos grasos libres, un sustrato critico de la enzima lipoxigenasa, reduce sustancialmente la
cantidad de grasa oxidada en la harina por debajo del umbral de aroma/sabor de aproximadamente 3.000 ppm (o
10 % del contenido lipidico total) y, por lo tanto, prolonga sustancialmente el periodo de validez.

Ejemplo 4
Funcion de horneado de la harina integral estabilizada con acido lactico

En este ejemplo, se compar6 la funcién de horneado de la harina integral estabilizada con acido segun la presente
invencion con la funcién de horneado de la harina integral no tratada. En la Tabla 6 se indican harinas de trigo
integral con proporcién natural de salvado y germen y endosperma junto con las formulas de prueba utilizadas en el
horneado. Las distribuciones de tamano de particulas de las harinas integrales se midieron utilizando el método Ro-
Tap descrito en el ejemplo 2. La humedad de la harina, la ceniza, la capacidad de retenciéon de agua, la capacidad
de retencion de carbonato en agua y la actividad de lipasa también se midieron segin los métodos descritos en los
ejemplos anteriores. El método de horneado de la prueba de galletas utilizado para evaluar la funcionalidad de
horneado de las harinas integrales fue la prueba de horneado de galletas 10-53 de la AACC

La capacidad de retencion del disolvente (SRC) sirve como ensayo practico para vigilar la funcion de los

componentes de harina especificos, tales como la cantidad de almidén dafiado. El método de ensayo SRC
utilizado se adaptd y modifico a partir del método 56-10 de la AACC segun el siguiente procedimiento:
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Materiales:

- Tubos de centrifuga de 50 ml + tapones
- Disolvente de carbonato de sodio a 5 % en peso
- Centrifuga (IEC, Centra GP8, rotor 269, 2.130 rpm)

Procedimiento:
1. Pesar los tubos de centrifuga de 50 ml + tapones (para los tubos especiales, pesar sellos de junta torica)

2, Pesar y anadir 5,00 g de una mezcla de salvado/germen a cada tubo (determinar el contenido de humedad de
la mezcla)

3.  Anadir 25¢g de disolvente (alicuotas de disolvente previamente pesadas) a cada tubo
4. Permitir que se hidrate durante 20 min, agitando cada 5 min (5, 10, 15, 20)
5.  Centrifugar durante 15 min a 1000xg
6. Decantar el sobrenadante y drenar 5 min a un angulo de 45°y 5 min a un angulo de 90°.
7.  Colocar el tapén de nuevo y pesar el aglomerado
8. Calcular:
r [ \E
0f == r - . E
SRC% | {:tibo, retenedor, peso del gel - tubo, retenedor :{E R4 X 10 i
L Peso de la harina . humedad E
de la harina J
Método:

El método de horneado de la prueba de galletas 10-53 de la AACC se disefié en Nabisco Biscuit Company para la
evaluacion de la funcionalidad de los ingredientes y la correlacion predictiva entre el analisis sensorial y el andlisis de la
textura mecanica (andlisis de la textura mecénica mediante el analizador de texturas TAXT2 para la prueba de flexion de
tres puntos o la prueba de puncién). El ensayo es una mejora sobre el método de horneado de la prueba de galletas
azucaradas 10-52 de la AACC como se confirmé por el Soft Wheat Quality Lab de la USDA (Wooster Ohio). La prueba 10-
53 de la AACC se adopt6 como el método oficial de la American Association of Cereal Chemists tras el ensayo en
colaboracién con el Soft Wheat Quality Committee en 1992. El equipo, la composicién de la masa de galletas, el
procedimiento de mezclado, el procedimiento de horneado, el procedimiento de medicién, etc., utilizados en la prueba son:

Equipo
El equipo empleado es:

Analizador de humedad, cestas de muestras desechables para la determinacion de la humedad de la harina.
Termoémetro digital (Omega modelo 872A) con termopar.

Mezclador C-100 Hobart con un tazén mezclador de 3 cuartos y paletas.

Horno de coccion para la prueba nacional.

Bandeja de coccion de aluminio para galletas con una anchura de 26 cm x una longitud de 30 cm con barritas de
calibre 2 de 12 mm de anchura x 30 cm de longitud x 7 mm de altura.

Cortadora de galletas (60 mm de diametro interno).

Rodillo amasador con manga (se trazaron lineas con la manga a lo largo de la longitud del pasador).

Espatulas, papel absorbente de color marrén, hoja de aluminio, vasos de precipitados de plastico

Analizador de texturas TA-XT2 **Prueba opcional de reologia de masa** - dimensiones especiales de cubeta
anchura 10 cm, longitud 10,5 cm, altura 3,2 cm

El lote tnico AACC 10-53 de formulaciéon normalizada para preparar 4 galletas de prueba es:

Etapa-1

Leche en polvo desnatada 2,259
Sal 2,81g
Bicarbonato de sodio 2,259
Manteca vegetal (Sans Trans 39, Cargill) 90,009
Etapa-2

Bicarbonato amoénico 1,139
Jarabe de maiz con alto contenido de fructosa; 42 % de fructosa, 71 % de sélidos 3,389
Agua*® 49,509
Etapa-3
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Harina (a una humedad de 13 %) 225,009

Mida el contenido de humedad de la harina en cada dia de horneado; ajuste los niveles de la harina y el agua
para compensar desviaciones del contenido de humedad de 13 %

o Registre el contenido de humedad de la harina e inserte como FM en la ecuacién para calcular el peso real
de la harina por lote
. Peso real de la harina (g) = 87 2259

(100-FM)

o Registrar el peso real de la harina por lote e introducirlo como AFW en la ecuacién para calcular el peso real
del agua anadida por lote
. Agua real afiadida (g) = 49,59 + 225 - AFW * 225 g

Procedimiento general de mezclado

El procedimiento general de mezclado utilizado es:

Etapa-1: mezcle los ingredientes secos (leche en polvo desnatada, sal, bicarbonato, azucar)

Anada la grasa

Mezcle en un mezclador Hobart 3 minutos a baja velocidad; rascar la paleta y las paredes del recipiente tras cada
minuto de mezclado

Etapa-2: disuelva el bicarbonato amonico en agua; afiadir el jarabe de maiz con alto contenido de fructosa

Afada la solucion total a la etapa-1;

Mezcle 1 min a baja velocidad, rasque el tazén y la paleta tras cada 30 s.

Mezcle 2 min a velocidad media, rasque el tazén y la paleta tras cada 30 s.

Etapa-3: Afadir la harina, combinar en la mezcla liquida 3 veces; Mezcle 2 minutos a baja velocidad y rasque la
paleta y el tazén tras cada 30 segundos.

Determinacién del tiempo de horneado

La determinacién de horneado utilizada es:

El tiempo de horneado se define como el tiempo requerido para producir una pérdida de peso de 13,85 % durante
el horneado de la formulacion a 202 °C (400 °F).

Para medir el tiempo de horneado:

Hornear la formulacion a 202 °C (400 °F) durante 10, 11, 12, 13 min y para algunas harinas integrales hasta 16
minutos, pesando la bandeja del horno + las galletas después de cada intervalo de minutos.

Representar graficamente el % de pérdida de peso durante el horneado frente al tiempo de horneado en minutos
Interpolar el tiempo de horneado requerido para conseguir 13,58 % de pérdida de peso

Especificaciones del horneado:

Las especificaciones de horneado utilizadas son:

Precalentar el horno a 202 °C (400 °F)

Registrar el peso de la bandeja de galletas frias

Coloque la bandeja de galletas en el horno para un tiempo de horneado estandar; registrar el peso de la bandeja caliente

Procedimiento para la preparacion de 4 blancos de masa para el horneado de la prueba de galletas:

Partir cuatro piezas de 60g de masa con minima deformacién y colocarlas sobre la bandeja de galletas. Coloque
el rodillo amasador a través de las barras de calibre de la bandeja de galletas permitiendo que el peso del
pasador comprima las piezas de masa sin fuerza compresiva adicional. Recoja el rodillo amasador y coléquelo
sobre las barras de calibre al extremo de la bandeja de galletas, y hagalo rodar solo una vez lejos de usted. Corte
las galletas con una cuchilla de 60 mm, y levante con cuidado la masa de chatarra con una espatula pequefa.
Levante la cuchilla hacia arriba para evitar la distorsion horizontal.

Registre el peso de los blancos de masa y de la bandeja de galletas.

Colocar los blancos de masa y la bandeja de galletas en el horno en la direccion de la bandeja. Hornear las
galletas a 202 °C (400 °F) durante un tiempo de horneado predeterminado.

Pesar la bandeja de galletas con las galletas inmediatamente después de la retirada del horno. Retirar con
cuidado las galletas de la bandeja con una espatula plana y coloque la parte plana sobre un papel marrén en la
misma direccion en la que fueron envueltas y horneadas.

Mediciones de geometria (tomadas cuando se enfrian las galletas, al menos 30 minutos)
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Anchura-diametro perpendicular a la direccién de la bandeja. Colocar 4 galletas en una fila trazando lineas con la
manga del rodillo amasador paralelas a la longitud del metro. Registre las mediciones en cm.

Diametro mayor paralelo a la bandeja. Girar las galletas 90° de tal manera que las lineas de la manga del rodillo
amasador sean perpendiculares a la longitud del metro. Registrar las mediciones en cm

Altura de pila - apilar las 4 galletas y colocar la pila en el lado situado entre las guias planas. Registrar la altura.

En la Tabla 6 se muestran los resultados de SRC y de horneado para el control y la harina tratada con acido
lactico (duplicados); en la tabla estan incluidas (1) las condiciones de tratamiento con acido (2) ceniza (3)
capacidad de retencion de disolvente de la harina para el agua, sacarosa, disolventes de carbonato de sodio y
acido lactico (6) pH de la harina (7) anchura de galleta, longitud de galleta y altura de pila.

Tabla 6: Resultados del horneado de galletas para SRC y prueba 10-53 de la AACC

Horneado de galletas SRC de la harina
. . o |FFa % en
iTr:Ei%i?:lir de &zgtéd:gcgfngfo (spemn?;s ﬁ:ri na g:: masa gz?c?ig: ﬁ:r:s)h zra I(_comn?i‘ttud ;:lt:il;z o Agua sacarosa g:rst;c;r;gto é((::it(ijc(:)o
lipasa inicial de la semilla) galletas |de (cm)
a 28C
horneado

Control 0 ppm 4576 6,56 8,00 13,45 30,30 30,10 4,37 65,91 99,38 82,80 71,47
giltci'coo 3000 ppm 2628 5,54 7,65 13,84 31,20 31,30 4,10 59,53 95,77 76,58 69,11
gf:lt(ij:o 3000 ppm 2364 5,56 7,52 13,63 31,00 30,70 4,15 60,35 94,23 78,67 69,40
t%x\t,r:rc;g de 17000 ppm 3718 | 654 | 7,89 13,95 | 31,40 | 31,00 | 4,15 | 6245 | 90,29 78,85 70,02

Las galletas, cuando fueron degustadas por un panel entrenado se describieron como mas horneadas/tostadas,
mas dulces y caramelizadas en comparacion con el control. La textura de galleta era mas dura.

Resumen

La harina integral estabilizada con acido lactico demuestra propiedades de horneado similares a las de la harina
integral no tratada. Se observaron algunas ventajas en el sabor, mas caramelizado, dulce y tostado.

Ejemplo 5

Parte A. Acidificacion de trigo integral

El objetivo de este ejemplo es comprender la relacion de las variables de nivel de agua, concentracion del &cido y
tiempo de atemperado en la humedad de semilla de trigo rojo blando y la capacidad de molienda. La Tabla 7
muestra el agua anadida, la concentracién de &cido, el tiempo de atemperado y los moles de acido por peso 100
de trigo. Las muestras de la invencién contienen una cantidad del inhibidor durante el tratamiento, que es de 1
mol a 5 moles de inhibidor por cada 45,36 kg (100 libras) de granos enteros.

Tabla 7: Efecto del nivel de agua, concentracion del acido y tiempo de atemperado

Cantidad de &cido . i -
s | Taoo | SR | acmno | WA | | s 0 451 | anadoo. 410 0

semilla inicial) ppm
1 0 480 1 0 8 0 0,00 0,0000
2 Centro 6000 240 3 2,22 23,38 5,42 4,80 3,0276
3 Desconocido 3000 20 5 0,67 39,69 2,71 2,40 1,5138
4 Axial 3000 240 3 1,11 23,69 2,71 2,40 1,5138
5 Multifactorial 3000 480 1 3,33 7,69 2,71 2,40 1,5138
6 Axial 6000 20 3 2,22 23,38 5,42 4,80 3,0276
7 Multifactorial 9000 480 1 9,99 7,06 8,14 7,20 4,5414
8 Centro 6000 240 3 2,22 23,38 5,42 4,80 3,0276
9 Multifactorial 9000 480 5 2 39,06 8,14 7,20 4,5414
10 Axial 6000 240 1 6,66 7,38 5,42 4,80 3,0276
11 Desconocido 9000 20 1 9,99 7,06 8,14 7,20 4,5414
12 Axial 6000 240 5 1,33 39,38 5,42 4,80 3,0276
13 Multifactorial 3000 480 5 0,67 39,69 2,71 2,40 1,5138
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14 Centro 6000 240 3 2,22 23,38 5,42 4,80 3,0276
15 Axial 6000 480 3 2,22 23,38 5,42 4,80 3,0276
16 Desconocido 3000 20 1 3,33 7,69 2,71 2,40 1,5138
17 Desconocido 9000 20 5 2 39,06 8,14 7,20 4,5414
18 Axial 9000 240 3 3,33 23,06 8,14 7,20 4,5414
19 Centro 6000 240 3 2,22 23,38 5,42 4,80 3,0276
20 0 480 1 0 8 0 0,00 0,0000

Procedimiento

La muestra de trigo limpia (800 g) se pesa en un frasco de plastico hermético al aire mezclada con la
correspondiente cantidad de agua de atemperado que contiene una cantidad especifica de acido, como se
muestra en la Tabla 7. El trigo se atempera durante intervalos de 20 min, 4 horas, o de 8 horas a temperatura
ambiente. Por ejemplo, para conseguir una concentracion de adicién de lactico de 3.000 ppm en 800 g de trigo,
se afiaden 2,71 g de solucién de acido lactico 88,5 % a 7,69 g de agua corriente para un aumento de la humedad
del 1 %. Una vez afiadida agua de atemperado con &cido al trigo, el frasco se sell6, se agit6 manualmente
durante 1 min cada 10 min 6 veces, después se dejé reposar durante la noche.

La Tabla 8 muestra el (1) peso del trigo (2) humedad inicial de trigo (3) cantidad de acido (dwb) afadida al trigo
expresada en partes por millén (ppm) (4) tiempo de atemperado (5) % agua de atemperado (peso/peso) (7) agua
total (agua de atemperado + agua de la soluciéon acida) afadida para humectar la semilla de trigo (8) cantidad de
88,5 % de solucién de acido lactico afiadida (9) agua afiadida (10) humedad de semilla atemperada.

Tabla 8. Atemperado de trigo con diferentes cantidades y concentracion de acido

Cantidad de acido . -
Salvado de |Humedad de| lactico (peso seco de a-[::]np?r: deo Temperatura Nivel | [conc. Agua Qgt'icé% Agua Hu;nemi de
trigo (g) semilla (%) a(:l(:lsc;/l;])ﬁ”sao) El)(;lf)l de (min) de Agua (%) acido] (M) | anadida (g) 88,5 % (g) total (g) atemperada (%)

800 11,48 0 480 1 0,00 8,00 0,00 8 12,893
800 11,48 6000 240 3 2,22 23,38 5,42 24 14,506
800 11,48 3000 20 5 0,67 39,69 2,71 40 15,452
800 11,48 3000 240 3 1,11 23,69 2,71 24 14,748
800 11,48 3000 480 1 3,33 7,69 2,71 8 13,236
800 11,48 6000 20 3 2,22 23,38 5,42 24 14,052
800 11,48 9000 480 1 9,99 7,06 8,14 8 13,22

800 11,48 6000 240 3 2,22 23,38 5,42 24 14,125
800 11,48 9000 480 5 2,00 39,06 8,14 40 15,721
800 11,48 6000 240 1 6,66 7,38 5,42 8 13,184
800 11,48 9000 20 1 9,99 7,06 8,14 8 13,844
800 11,48 6000 240 5 1,33 39,38 5,42 40 15,563
800 11,48 3000 480 5 0,67 39,69 2,71 40 15,258
800 11,48 6000 240 3 2,22 23,38 5,42 24 14,227
800 11,48 6000 480 3 2,22 23,38 5,42 24 14,814
800 11,48 3000 20 1 3,33 7,69 2,71 8 13,282
800 11,48 9000 20 5 2,00 39,06 8,14 40 15,157
800 11,48 9000 240 3 3,33 23,06 8,14 24 14,691
800 11,48 6000 240 3 2,22 23,38 5,42 24 14,603
800 11,48 0 480 1 0,00 8,00 0,00 8 12,955

Parte B. Molienda de trigo

El objetivo de este procedimiento fue producir harina integral a partir de semillas de trigo atemperadas como se
ha descrito en la parte A.

Procedimiento
Las muestras de trigo atemperado se molieron con un molino de laboratorio Chopin CD1 (Chopin, Francia) como
se ha descrito anteriormente en el ejemplo 1. La Tabla 9 muestra el rendimiento de extraccion de harina. El

rendimiento se calcul6 en base al trigo molido. Se calculd el rendimiento de la harina como rendimiento = 100 x
[(Peso salvado grueso y fino + peso partes retenidas)/peso trigo], en este estudio.
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Tabla 9 Rendimiento de extraccion de harina

Cantidad de acido l4ctico (peso seco de
acido/peso inicial de semilla) ppm) Humedad de semilla atemperada (%) Rendimiento de extraccién (%)

0 12,893

6000 14,506 69,85

3000 15,452 65,30

3000 14,748 69,00

3000 13,236

6000 14,052 66,96

9000 13,22

6000 14,125 68,53

9000 15,721

6000 13,184 66,04

9000 13,844 65,56

6000 15,563 67,14

3000 15,258

6000 14,227 68,12

6000 14,814

3000 13,282

9000 15,157 67,39

9000 14,691 66,93

6000 14,603 67,31
0 12,955

Resumen

Las semillas de trigo se atemperaron con agua que contenia diferentes cantidades de acido. La humedad afiadida
se ajustdé segun la humedad inicial de la semilla de trigo de manera que la humedad final de la semilla, después
del atemperado, se aumenté a 1, 3y 5 %. Se ajusté la cantidad de acido anadido al agua de atemperado de modo
que se analizaron intervalos de 0 ppm a 9.000 ppm (peso seco de &cido por peso inicial de trigo). Se observo un
comportamiento de molienda normal para todos los tipos y cantidades de tratamientos con &cido. El rendimiento
de extraccién de harina fue de forma tipica de aproximadamente 65 % a 70 % y todas las fracciones de molienda
se recombinaron para formar harina integral con proporciones naturales de salvado, germen y endosperma.

Ejemplo 6
Produccién de salvado molido grueso a partir de semillas tratadas con &acido y recombinacion a harina integral

El objetivo de este procedimiento era reducir el tamafio de particulas de la fraccion gruesa de salvado y partes
retenidas de reduccion obtenidas a partir de la molienda del trigo tratado con acido. El salvado grueso del primer
rodillo de ruptura y las partes retenidas gruesas del rodillo de reduccién se congelaron, se ftrituraron, y se
recombinaron con harina integral como se describe en el ejemplo 2. Se determind la distribucién de tamafo de
particulas de la harina integral mediante el método Roto Tap descrito anteriormente.

El pH de la harina integral se midié en una suspensién acuosa al 10 % (una parte de harina a 9 partes de agua)
con el uso de un pH-metro Corning 360i equipado con un electrodo de pH de combinacion de alto rendimiento
modelo n.° A-58905-66. Se determina el nivel de ceniza segun el método oficial 923.03 de la AOAC para medir
ceniza en harina. La humedad de la harina se determiné segun el método AACC 44-15A.

La Tabla 10 muestra las caracteristicas de la harina integral de (1) cantidad de acido (2) pH (3) humedad de la
harina (4) contenido de ceniza y (5) distribucion de tamafio de particulas.

Tabla 10. Caracterizacion de harina integral

Cantidad de
acido lactico
(peso secode | i | 1y medad | MBCeniza | Rotap + 35 | Rotap + 50 | Rotap + 60 | Rotap + 80 | Rotap + 100 AL p+70 I
Acido/peso p umeda eniza | Rotap + otap + otap + otap + otap + tra\ﬁ)% e| Rotap + ota
inicial de —
semilla) ppm)
0 6,5 12,893 1,40 0,80 7,40 4,60 4,40 20,20 61,80 1,60 100,8
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6000 487 | 14,506 1,41 0.80 8,00 3,20 4,60 6.80 75,00 220 | 1006
3000 552 | 15452 1,45 0.80 7,40 5,00 4,20 19,60 60,60 220 | 998
3000 552 | 14,748 1,42 0,20 5,40 3,20 4,60 21,00 62,80 260 | 998
3000 547 | 13,236 1,39 0.80 7,20 3,80 4,00 14,60 67,60 200 | 100
6000 491 | 14,052 1,43 0,60 7,20 3,80 4,00 13,60 68,20 220 | 996
9000 449 | 1322 1,41 6,00 7,40 3,00 420 7,00 74,60 260 | 1048
6000 49 | 14125 1,41 1,20 8,40 3,60 4,40 15,60 64,20 240 | 998
9000 453 | 15,721 142 0,40 6,80 3,20 4,60 7,40 75,00 260 | 100
6000 485 | 13184 | 141 0,20 4,80 4,80 6,00 25,20 55,80 320 | 100
9000 452 | 13844 | 143 0,40 5,00 3,40 3,40 12,20 72,80 280 | 100
6000 492 | 15563 1,44 1,00 8,20 4,20 4,40 15,00 64,60 260 | 100
3000 551 | 15,258 1,46 020 5,60 4,40 4,60 17,40 64,40 3,40 100
6000 493 | 14227 143 020 4,80 3,80 5,80 18,80 63,20 320 | 998
6000 493 | 14814 | 145 0,20 4,40 3,60 5,80 20,00 61,40 380 | 992
3000 551 | 13,282 1,39 0,20 6,80 3,60 5,00 12,60 68,00 320 | 994
9000 459 | 15157 | 143 1,20 8,00 4,40 5,20 10,20 67,40 360 | 100
9000 453 | 14,691 1,41 0,40 6,20 4,40 6,00 14,60 64,20 420 | 100
6000 488 | 14,603 143 0,40 7,80 3,80 6,00 13,20 64,00 3,80 99
0 661 | 12,955 1,41 0,20 6,40 4,00 6,20 12,60 66,00 420 | 996

Se determind la actividad de la lipasa extraible para cada harina. El método utilizado para determinar la actividad
de lipasa es como se describe en el ejemplo 2.

La actividad de lipasa extraible para las diversas harinas integrales se muestra en la Tabla 11:

Tabla 11 - Actividad de la lipasa extraible en funcién del pH de la harina

pH Actividad de lipasa (unidades/g)

6,5 337,2
4,87 296,92,
5,52 318,39
5,52 352,87
5,47| 325,72
4,91 294,43
4,49 284,27

4,9 283,72
4,53 269,12,
4,85 292,14
4,52 330,65
4,92 294
5,51 349,35
4,93 327,11
4,93 306
5,51 350,02,
4,59 270,84
4,53 265,78
4,88 284,69
6,61 351,31

Resumen y conclusiones

La distribucién del tamafio de particula de la harina final fue similar entre las variables de prueba de humedad final, tiempo
de atemperado y pH, siendo aproximadamente de 10 % a 15 % del peso de la harina > 250 um y de aproximadamente
60 % a 75 % < 150 um. El uso de medicion de ceniza en molienda de harina se basa en la mayor concentracion de ceniza
(minerales) en el salvado, aleurona y germen que en el endosperma. El contenido de ceniza es un indice ampliamente
utilizado de la pureza de la harina y proporciona un medio para medir la separacion mecanica de los componentes de la
semilla durante el proceso de molienda. En este caso, la ceniza se usa como un indicador de recombinacién completa y
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reproducible de la fraccion molida gruesa con el endosperma de la harina para elaborar harina integral con una proporcién
natural de salvado, germen y endosperma. El pH de la harina final dependia de la cantidad de &cido utilizada para
atemperar la semilla entera. La actividad de lipasa extraible en la harina integral disminuy6 ligeramente a un pH inferior.

Ejemplo 7
Efecto del atemperado de acido en la estabilidad y funcién de la harina integral

El objetivo de este ejemplo fue medir la cantidad de &cidos grasos libres formados en la harina integral elaborada en
los ejemplos 5 y 6, almacenada en un frasco de vidrio sellado durante 28 dias a 92 °F. La funcién de la harina
integral fue evaluada mediante la prueba de capacidad de retencion de disolvente descrita en el ejemplo 4.

A. Efecto de la variable del acido afiadido, el agua de atemperado afiadida, y el tiempo de atemperado en la
formacion de &acidos grasos libres en la harina integral

El contenido de &cidos grasos libres de la harina integral (harina fresca y harina envejecida 28 dias) preparada en
los ejemplos 5 y 6 se determin6 segun el método descrito en el ejemplo 4.

La Tabla 12 muestra (1) peso de &cido lactico afadido (2) % de agua total afadida al trigo (peso/peso), todas las
fuentes excepto la natural de la semilla de trigo (3) tiempo de atemperado (4) concentraciéon de &cido (5) pH de la
harina (6) contenido inicial de acidos grasos libres (7) contenido de acidos grasos libres de harina almacenada
durante 28 dias a 92F (8) % de reduccion en los acidos grasos libres en comparacion con el control sin tratar

La concentracion de &cido se calcula para un lote de 800g de semillas de trigo:

[Acido lactico, peso seco (ppm o (ug/g de trigo)]* 800 = peso seco total de acido

Peso seco total de acido/peso molecular acido lactico = moles de acido

% agua * 800 g de trigo = agua total (g)/volumen equivalente (1 ml); agua (ml)/1000 = agua total (I)
[conc. acido] = moles de &cido/litro agua = concentracién molar (M)

Los resultados se muestran en la Tabla 12:

Tabla 12. contenido de pH y FFA de harina integral envejecida

o0 so00 o acciipes) o el dooaua | rirpnde | lone sidl gy | Cooeneone | Coraenbadende |, piion
inicial de semilla, ppm) ’

1 480 0,00 6,5 510 2826 5,93

6000 3 240 2,22 4,87 466 1762 41,34
3000 5 20 0,67 5,52 485 2973 1,03
3000 3 240 1,11 5,52 505 2524 15,98
3000 1 480 3,33 5,47 508 2183 27,33
6000 3 20 2,22 4,91 501 1626 45,87
9000 1 480 9,99 4,49 474 1425 52,56
6000 3 240 2,22 4,9 468 1383 53,96
9000 5 480 2,00 4,53 475 2222 26,03
6000 1 240 6,66 4,85 468 1809 39,78
9000 1 20 9,99 4,52 441 1524 49,27
6000 5 240 1,33 4,92 469 3.248 -8,12
3000 5 480 0,67 5,51 487 3241 -7,89
6000 3 240 2,22 4,93 477 1893 36,98
6000 3 480 2,22 4,93 467 2043 31,99
3000 1 20 3,33 5,51 493 2298 23,50
9000 5 20 2,00 4,59 451 1881 37,38
9000 3 240 3,33 4,53 461 1533 48,97
6000 3 240 2,22 4,88 467 1716 42,88
0 1 480 0,00 6,61 500 3182 -5,93

El andlisis estadistico mediante el uso de software Design Expert© (Stat-Ease, Inc.) confirmé un efecto
significativo de la cantidad de acido lactico afiadido y la cantidad de agua afadida utilizada para atemperar el
grano a partir del cual se obtuvo la harina.

La Figura 6 muestra una representacion de andlisis bivariable para los &cidos grasos libres totales formados al
cabo de 28 dias a 33,3 °C (92 °F). El efecto del acido lactico y el agua de atemperado en el contenido de acidos
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grasos libres de la harina integral al cabo de 28 dias a 33,3 °C (92 °F) se muestra en la Figura 6. La variable A es
la concentracion de acido lactico afadida a la harina y la variable C es el nivel de agua de atemperado de la
semilla de trigo. La condicion 6ptima de atemperado se representa en la esquina inferior derecha de la
representacion; una mayor cantidad de acido lactico afadido y una menor cantidad de agua afadida produjo la
harina integral con la menor formacion de acidos grasos libres durante el periodo de validez.

B. Efecto del atemperado con acido en la funcién de la harina integral medida mediante SRC

Utilizando el método SRC descrito en el ejemplo 4 se midieron los cambios en las caracteristicas funcionales de
la harina integral

La Tabla 13 muestra las variables de proceso de la harina (1) acido lactico afadido (2) agua de atemperado
anadida (3) concentracién de acido en agua (4) tiempo de atemperado y los (5) valores de la capacidad de
retencion de disolvente para los cuatro disolventes; agua, sacarosa, carbonato de sodio, acido lactico y (6) SRC
del acido lactico dividido por la SRC del agua.

Tabla 13: Resultados de SRC

o pesosecade | %Neldeagua| Tempode | conc. | SFCGeI| SRCdela | SROGeI | g ool STC deldcido
acldo/pt_eso inicial de | total (peso/peso) |atemperado (min)|acido] (M) % % % lactico en % agua
semilla) ppm)

0 1 480 0,00 63,98 70,67 79,53 69,12 1,08

6000 3 240 2,22 61,67 72,18 77,81 67,53 1,09
3000 5 20 0,67 59,14 71,59 66,87 1,13
3000 3 240 1,11 57,78 69,10 76,06 66,29 1,15
3000 5 480 3,33 59,97 70,35 77,76 68,09 1,14
6000 3 20 2,22 60,52 73,54 77,96 68,34 1,13
9000 1 480 9,99 62,27 70,39 77,53 67,21 1,08
6000 3 240 2,22 61,72 70,11 77,82 68,06 1,10
9000 5 480 2,00 60,89 69,95 76,60 66,81 1,10
6000 1 240 6,66 62,28 70,06 76,47 67,67 1,09
9000 1 20 9,99 62,79 71,46 77,34 68,79 1,10
6000 5 240 1,33 61,78 70,65 77,93 67,28 1,09
3000 5 480 0,67 59,13 67,38 78,23 67,14 1,14
6000 3 240 2,22 60,91 68,98 76,75 66,33 1,09
6000 3 480 2,22 60,01 69,17 76,64 66,94 1,12
3000 1 20 3,33 60,40 67,18 76,35 68,13 1,13
9000 5 20 2,00 64,12 76,73 81,35 71,81 1,12
9000 3 240 3,33 61,55 72,14 75,84 69,68 1,13
6000 3 240 2,22 62,18 71,92 78,04 71,44 1,15

0 1 480 0,00 66,92 71,33 82,80 67,13 1,00

Un andlisis estadistico utilizando el software Design Expert© mostré que el tiempo de atemperado y la cantidad
de acido lactico anadida no redujo la resistencia de la harina segun lo medido mediante el valor de SRC del acido
lactico como se muestra en la Figura 7 que es una representacién de SRC (68, 69, 70) de la harina integral en
funcién del tiempo de atemperado y la cantidad de acido lactico (ppm). Ademas, la absorcién de la harina general,
medida mediante el valor de SRC del agua, deseablemente baja para una harina de trigo blando, no mostré
cambios en funcién del tratamiento acido y la relacion de SRC del acido lactico dividida por la SRC del agua en
funcién del tratamiento (p. €j., la alta relacion muestra una harina mas fuerte y una menor adsorcion).

La molienda de los productos de trigo atemperados produce cuatro fracciones de la semilla de trigo que se
combinan para elaborar la harina integral. Las fracciones son, desde las capas externas de la semilla de trigo a la
capa interna; salvado grueso, salvado fino, harina de reduccion y harina de ruptura. La Tabla 14 muestra la
medicion de la humedad y el pH de cada una de estas fracciones molidas antes de recombinar toda la harina.

En la Tabla 14 se muestra: (1) la distribucion de la humedad y el pH en la harina de ruptura (2) la distribucién de
la humedad y el pH en el salvado grueso (3) la distribucion de la humedad y el pH en la harina de reduccion (4) la
distribucion de la humedad y el pH en el salvado fino (5) los pesos respectivos de cada fraccion.

Tabla 14: resultados de pH y humedad para las fracciones de harina
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%

Nivel [acido

de conc. peso
i agua en Humead| pH [harina peso
Acido | total | Tiempode [agua| pH | FFA | harina |harina| de |humedad| pH |salvadolhumedad| pH peso |reduccién Reduc-
lactico|(peso/|atemperado| total] |harina|dia 28| de de |ruptura| salvado [salvado|grueso | salvado [salvadolsalvado| de Reduccion| cion
(ppm) | peso) (min) (M) | final | (ppm)| ruptura |ruptural (g) grueso |grueso| (g) fino fino [fino (g) |[humedad| depH |[peso (g)

0 1 480 0,00| 6,5 |2826| 13,90 | 5,78 |397,06| 13,59 | 5,67 (181,97 13,38 | 6,41 | 76,08 | 13,55 6,52 151,84
6000 | 3 240 2,22 (4,87 1762 | 15,03 | 5,26 |445,26| 14,58 | 4,79 (179,87| 14,27 | 4,72 | 82,39 | 15,62 4,43 119,15
3000 5 20 0,67 | 5,52 | 2973 | 15,88 | 5,22 |403,66| 15,80 | 4,84 (112,78 15,96 | 5,33 [136,96| 17,51 5,48 159,54
3000 3 240 1,11 | 5,52 | 2524 | 15,03 | 5,57 |434,76| 14,62 | 537 |184,88| 14,48 | 537 | 69,58 | 15,58 4,86 120,26
3000 | 1 480 3,33 | 5,47 [ 2183 | 13,74 | 5,49 (392,96| 13,70 | 5,45 |182,09| 12,92 | 526 | 71,26 | 13,43 4,84 153,44
6000 | 3 20 2,22 (4,91 (1626 | 14,45 | 5,00 |378,38| 14,49 | 4,46 (164,14| 14,50 | 4,63 | 98,27 | 16,07 4,61 176,64
9000 | 1 480 9,99 | 4,49 | 1425 | 13,81 | 4,95 |389,89| 13,71 | 4,58 |182,19| 13,18 | 4,17 | 96,72 | 13,37 4,05 135,04
6000 | 3 240 2,22| 4,9 |1383| 14,85 | 5,30 (434,16 14,49 | 5,00 [182,06| 14,23 | 4,74 | 75,54 | 15,28 4,41 121,44
9000| 5 480 2,00 | 4,53 | 2222 | 16,35 | 4,73 |446,06| 15,85 | 4,22 (176,52 16,57 | 4,32 | 89,67 | 17,21 4,21 104,96
6000 | 1 240 6,66 | 4,85 | 1809 | 13,89 | 5,23 |445,26| 13,45 | 5,03 |179,87| 12,42 | 4,52 | 82,39 | 13,50 4,28 162,24
9000 | 1 20 9,99 | 4,52 | 1524 | 13,55 | 4,73 |360,56| 13,24 | 4,44 |173,73| 12,72 | 4,17 | 84,66 | 13,41 4,20 187,74
6000| 5 240 1,33 | 4,92 (3.248| 15,93 | 5,28 |441,86| 15,59 | 4,73 |180,20| 15,77 | 4,75 | 80,71 | 17,37 4,50 113,81
3000 5 480 0,67 | 551 | 3241 | 16,45 | 5,29 |462,56| 15,91 | 5,04 (189,38| 16,33 | 525 | 79,48 | 17,25 4,90 93,54
6000 | 3 240 2,22 (4,93 1893 | 14,76 | 5,22 |432,36| 14,49 | 4,89 [185,49| 14,05 | 4,64 | 71,90 | 15,56 4,45 136,02
6000 | 3 480 2,22 4,93 | 2043 | 15,20 | 5,13 |432,46| 14,97 | 4,82 (188,01 14,84 | 4,65 | 87,52 | 15,34 4,40 110,01
3000 | 1 20 3,33| 5,51 (2298 | 13,54 | 5,38 (375,15| 13,47 | 5,23 |175,79| 12,72 | 5,18 | 68,81 | 13,39 4,76 172,34
9000 | 5 20 2,00 | 4,59 | 1881 | 15,88 | 4,28 |401,66| 15,80 | 3,94 [100,29| 16,03 | 4,38 (147,28| 16,81 4,65 168,44
9000 | 3 240 3,33| 4,53 1533 | 14,94 | 4,88 (422,36| 14,81 | 4,46 |180,05| 14,79 | 4,22 | 86,53 | 15,58 4,26 129,56
6000 | 3 240 2,22(4,88|1716| 14,88 | 5,20 (429,66| 14,77 | 4,76 |182,27| 14,90 | 4,68 | 96,20 | 15,45 4,46 105,95
0 1 480 0,00 | 6,61 | 3182 13,80 | 5,66 |394,83| 13,71 | 5,57 |185,36| 13,37 | 6,27 | 72,30 | 13,41 6,40 156,84

El FFA formado en la harina integral durante el almacenamiento se correlaciona con la cantidad y la
concentracion de acido aplicado como se muestra en la Figura 8. La Figura 8 muestra la formacion de free fatty
acid (acidos grasos libres - FFA) en la harina final en funcién de la concentracién del &cido y la cantidad aplicada
al trigo. La mayor reduccién se observa a mas de 0,67 M y el aumento de la cantidad de acido afadido también
reduce la formacion de acidos grasos libres.

La Figura 9 muestra el pH en funcién de la concentracion de acido para el salvado fino y la harina de reduccién.
Como se muestra en la Figura 9, la fraccion de salvado fino, donde reside la mayor parte de la actividad de lipasa
y las fracciones de harina de reduccion (parte de harina mas proxima al salvado) demuestran una caida
significativa en el pH a medida que aumenta la concentracion de acido aplicada al trigo.

Como se muestra en la Figura 10, el nivel de free fatty acid (acidos grasos libres - FFA) formados en la harina
disminuye a medida que disminuye el pH, y la concentracion del &cido aplicada al trigo también influye en la formacion
de &cidos grasos libres. Los acidos grasos libres formados en la harina integral final se reducen a medida que el pH de
la harina integral disminuye, como se muestra en la Figura 10. La concentracién de acido aplicada al trigo debe ser
superior a un nivel minimo para observar un efecto preferido en la reduccion de la formacion de acidos grasos libres.

La Figura 11 y la Figura 12 muestran el efecto de la concentracion de acido lactico en el agua de atemperado en la
relacion SRC del acido lactico/SRC del agua de la harina integral al cabo de 28 dias a 33,3 °C (92 °F). El efecto de la
concentracién de acido en la absorcion de la harina y la resistencia del gluten se muestra en la Figura 11 expresado
como la relacion de SRC del &cido lactico dividida por la SRC del agua y la SRC del acido lactico dividida por la SRC
del carbonato de sodio en la Figura 12. En todos los casos, las relaciones permanecen al menos tan altas como la
harina de control sin tratar, lo que indica que no se produce ningun efecto negativo en la funcion de la harina.

Resumen

La estabilizacién por acidificacion reduce la cantidad de acidos grasos libres formados en la harina integral. El nivel
de acidos grasos libres al cabo de 28 dias era de 3.004 ppm en el control sin tratar. La formacion de acido graso de
harina a una concentracion de acido lactico de aproximadamente 9.000 ppm y un pH de 4,5 se redujo a 1.425 ppm.
El tiempo de atemperado (de 20 min a 8 horas) tuvo un ligero efecto en el periodo de validez de la harina integral

(WG) medido mediante la formacion de acido graso. En general, la formacién libre de &cidos grasos libres
disminuye al aumentar la cantidad de acido afiadido y aumentar la concentracion de acido.
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La reduccidn total de &cidos grasos libres formados fue de 16 % de reduccion a 54 % de reduccion. Se observé una menor
reduccion con la condicién de agua atemperada al 5 % que redujo la concentracién de &cido y no fue tan eficaz. Se cree
que esta reduccion en los &cidos grasos libres, que son un sustrato critico de la enzima lipoxigenasa, reduce
sustancialmente la cantidad de grasa oxidada en la harina por debajo del umbral de aroma/sabor de aproximadamente
3.000 ppm (o 10 % del contenido lipidico total) y, por lo tanto, prolonga sustancialmente el periodo de validez.

La harina integral estabilizada de acido lactico demuestra una SRC similar a la harina integral sin tratar. No se
observé ninguna tendencia con ninguno de los otros disolventes y la relacion de SRC del acido lactico dividida por la
SRC del carbonato de sodio no difiri6 del control de harina, indicando la baja absorcion de harina y el gluten
suficientemente resistente que se esperan de una harina de galleta de buena calidad.

Ejemplo 8
Efecto del acido en la inhibicién de la actividad de lipasa

El objetivo de este ejemplo fue estudiar el efecto del tipo acido y la concentracién en la actividad de lipasa
después de la incubacion previa de la enzima durante 40 minutos en solucién &cida. Se estudiaron los siguientes
acidos y niveles; (1) 5 ml de acido lactico (8 g/1.000 ml pH 2,57), afadir 20 pl de lipasa y 980 pl de agua inhibicion
40 min; (2) 5 ml de acido lactico (2 g/1.000 ml pH 2,85), afiadir 20 ul de lipasa y 980 ul de agua inhibicién 40 min;
(3) 5 ml de éacido lactico (16 g/1.000 ml pH 2,48), afiadir 20 pl de lipasa y 980 ul de agua inhibicién 40 min; (4)
5 ml de acido acético (1 g/1.000 ml pH 2,80), afiadir 20 ul de lipasa y 980 ul de agua inhibicion 40 min; (5) 5 ml
HCI (4 g/1.000 ml, pH 1,5), afadir 20 pl de lipasa y 980 pl de agua inhibicion 40 min; (6) 5 ml de extracto de té
verde (8 g/1.000 ml), anadir 20 pl de lipasa y 980 ul de agua inhibicién 40 min.

Los resultados se compararon con la actividad enzimatica de la lipasa en el control (20 pl de 20u/ul de lipasa
Novozyme de Aespergillus oryzae, control pH 4,14, afadir 0,29 ml de KOH 0,1 N para ajustar el pH a 7,84,
después 20 pl de lipasa y 980 ul de agua, iniciar el temporizador y la valoracion volumétrica).

La actividad de lipasa (3.1.1.3) se adapté a partir del método expuesto en “Worthington, Von.; The Worthington
Manual; 1993 de Worthington Biochemical Corporation, 730 Vassar Avenue, Lakewood, New Jersey 08701”.

El procedimiento es el siguiente:
Lipasa I.U.B.: 3.1.1.3 Triacilglicerol acilhidrolasa

La pancreatic lipase (lipasa pancreatica - PL), una de las enzimas exocrinas del jugo pancreatico, cataliza la hidrélisis de
ésteres emulsionados de glicerol y acidos grasos de cadena larga. El sustrato no es una sola molécula, sino una fase no
acuosa de lipidos agregados (Brockerhoff y Jensen 1974). La caracteristica del sustrato funcional son agregados de
moléculas de éster, micelas o pelicula monomolecular, interconectados con un medio acuoso. La actividad enzimatica se
relaciona directamente con la concentracion de moléculas de sustrato en la interfase (Esposito y col. 1973; Lagocki y col
1973. La PL ataca los grupos éster primarios mas facilmente. Los monoglicéridos son sustratos deficientes (los
monoglicéridos absorbidos a través de la pared intestinal y reformados como cliomicrones linfaticos son los 2-
monoglicéridos). Las lipasas pancreaticas han sido estudiadas en profundidad por Brockerhoff y Jensen (1974) y Desnuell
(1972). Liberman y Ollis (1975) han descrito la lipasa inmovilizada sobre acero inoxidable y perlas de poliacrilamida.
Usando un reactor de reciclado de lecho fluidizado se indica que no se altera la afinidad enzima-sustrato.

Caracteristicas de lipasa de pancreas porcino:

Hay presentes dos lipasas. La lipasa A es mas acida que la lipasa B; por lo demas, las dos isoenzimas son casi iguales
(Verger y col. 1969). Normalmente, un cofactor esta unido a las enzimas (Maylie y col. 1971). Dos lipasas adecuadas
fueron purificadas por Erlanson y col. (1973). Eran cadenas polipeptidicas bastante similares con un peso molecular de
11.000. Véase también Borgstrom y col. (1974). Borgstrom y Earlanson (1973) indicaron que la co-lipasa se podia
clasificar como una co-enzima para la lipasa dado que interactiian en una relacién estequiométrica.

Reaccion enzimatica
Peso molecular: 45.000-50.000 (Verger y col. 1969)

Composicion: La composicién de aminoacidos, que es casi idéntica, excepto por la isoleucina, se muestra en
Brockerhoff y Jensen (1974)-(Tabla IV-3, pag. 43). Ambas contienen un resto carbohidrato (Gamer y Smith 1972).
La histidina esta involucrada en el sitio activo (Semeriva y col. 1971). Véase Hultin (1992). La modificacion del
grupo carboxilo libre mediante formaciéon de amida desactiva la enzima (Semeriva y col. 1972). Segun Desnuelle
(1972) el carboxilo de la lipasa estabiliza la enzima activa, es decir, la conformacién de enzima resultante de la
adsorcion en una interfase hidr6foba. Aunque la PL contiene dos grupos disulfuro, no participan en la actividad
enzimatica (Verger y col. 1971). El diisopropilfosfofluorato (DFP) se une a un residuo de tirosina, pero no es
inhibitorio (Maylie y col. 1969). Ver también Rovery y col. (1973)
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Coeficiente de extincion: E "% 550=13,3 (Desnuelle 1972)
Punto isoeléctrico: Lipasa A=4,9 (Brockerhoff y Jensen 1974) y lipasa B=5,0

Actividad: Ver Desnuelle (1972) en «Catalytic Properties» (pagina 586). Momsen y Brockman (1976a y b) informan
de los efectos del taurodesoxicolato y la co-lipasa. A concentraciones bajas, hasta 0,3 mm, la sal de bilis aumenta la
estabilidad de la lipasa 5 veces. A niveles mas altos (0,3-0,8 mM), pero por debajo de la concentracion micelar
critica, interfiere con la adsorcién de enzimas en la interfase del sustrato, inhibiendo asi la lipélisis. La co-lipasa
contrarresta este efecto inhibitorio al proporcionar sitios de unién de alta afinidad en la superficie del complejo de sal
de lipasa-bilis. Ver también Borgstrom y Elanson (1973), Bergstrom y col. (1974) y Kaimal y Saroja (1989). La co-
lipasa sin sales biliares solo estimula ligeramente la actividad. Brockman y col. (1973) describen la actividad de PL
frente a los triglicéridos solubles, tales como la tripropionina. Es estimulada en presencia de superficies hidréfobas.
Sangram y Beagle (1971) indican que la proteina quinasa, Mg®*, ATP y la cAMP estimulan la actividad de PL.

Especificidad: La PL tiene un amplio espectro de especificidad de cadena lateral (Lagociki y col. 1973). Ver
también Savary (1972) y Brockerhoff (1969a)

Activadores: Para la actividad se requiere Ca®* [Sr** y Mg®* son activadores menos eficaces (Sarda y col 1957)].
Inhibidores: Versene, Zn®*,Cu*, Hg**, yodo, PCMB (Willis 1960). EI DFP no inhibe.
Estabilizantes: El DFP se puede usar para estabilizar preparaciones impuras que contienen proteinasas en soluciones.

Estabilidad: Las preparaciones homogéneas, altamente purificadas, de lipasa de pancreas porcino son
extremadamente labiles.

Ensayo enzimatico de LIPASA (EC 3.1.1.3)
Principio:

Lipasas i
Triglicérido + H20 ——3 Dijglicérido + Acido graso

Condiciones: T = 25 °C, pH = 8,0
Método: Por valoracion
Reactivos:

A. Sustrato de aceite de oliva (aceite de oliva) (usar sustrato de lipasa Sigma, materia prima Sigma n.°800-1)

B. Solucion de cloruro de sodio 3.000 MM (NaCl) (preparar 100 ml en agua desionizada utilizando cloruro de
sodio, prod. Sigma n.° S-9625.)

C. 0,5 % Albumina. Preparar cada dia para que sea reciente.

D. Se coloca una soluciéon de cloruro de calcio (CaCl2) 75 mM (preparar 25 ml en agua desionizada utilizando
cloruro de calcio dihidratado, prod. Sigma n.° C-3881.)

E. Solucién estandar de hidroxido de sodio (NaOH) 10 mM estandarizada (preparar 50 ml en agua desionizada
fria utilizando hidréxido de sodio, anhidro, solucién madre Sigma n.° 505-8. Estandarizar segun el procedimiento
de reactivo ACS).

F. Soluciéon de cloruro de calcio 5 mM (preparar 25 ml en agua desionizada utilizando cloruro de calcio
dihidratado, prod. Sigma n.° C-3881).

G. Solucion de enzima lipasa (inmediatamente antes del uso, preparar una suspensién que contiene 20.000 -
30.000 unidades/ml de lipasa en el reactivo frio F).

H. Emulsién de aceite de oliva/goma arabiga: Preparar disolviendo 16,5 gramos de goma arabiga en 130 ml de
agua grado reactivo. Una vez que el material esta en solucion, diluir hasta un volumen final de 165 ml con agua
de grado reactivo. Anadir 20 ml de aceite de oliva de grado reactivo y 15 gramos de hielo picado. Mezclar la
mezcla en un mezclador Waring a baja velocidad durante 3 minutos vy filtrar la emulsién a través de lana de vidrio.
Preparar cada dia para que sea reciente.

Enzima:

Disolver la enzima a una concentracién de 1 mg/ml en agua de grado reactivo. Se prepara una dilucion adicional
en cloruro de calcio 5 mM.

Procedimiento:
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La valoracion volumétrica se puede medir con un pH-metro de laboratorio (un pH-metro Corning 360i equipado
con un electrodo de pH de combinacion de alto rendimiento A-58905-66).

Reactivos Volumen (ml)
Agua desionizada 5,00
Reactivo H (aceite de oliva) 5,00
Reactivo B (NaCl) 2,00
Reactivo de C (albumina) 2,00
Reactivo de D (CaCl2) 1,00

Determinacién de velocidad del blanco: ajustar el pH de la mezcla de reacciéon a 8,0 y registrar el volumen de
solucién de valoracion para mantener el pH a 8,0 durante 3-4 minutos después de conseguir una velocidad
constante. Determinar la «velocidad del blanco» como el volumen de solucion de valoracién afadido por minuto a
partir de la parte lineal final de la curva.

Determinacién de la muestra: a tiempo cero, afadir la enzima diluida adecuadamente y ajustar el pH a 8,0 si fuera
necesario. Registrar el volumen de solucién de valoracion requerido para mantener el pH a 8,0 durante 5-6
minutos. Determinar la «velocidad de muestra» como el volumen de solucién de valoracién afadida por minuto a
partir de la parte lineal de la curva.

Célculos:

(blanco de la muestra) x normalidad de la base x 1.000
pl de enzima en la mezcla de reaccion

Unidades/pl de enzima =

REFERENCIA: (1993) Reagent Chemicals ACS Specifications, 82 ed. 95 Worthington, C.C (1988) en Worthington
Enzyme Manual (Worthington, C.C. ed.) 212-214, Worthington Biochemical Corporation, Freehold, NJ

Notas:

1 La estandarizacion de la solucién de NaOH se describe en (1993) Reagent Chemicals ACS Specifications.

2 Este ensayo se basa en las referencias citadas.

3  Cuando se especifican los niumeros de producto Sigma o de materia prima, pueden sustituirse los reactivos
equivalentes.

Tabla 15. Actividad de lipasa medida

Pretratamiento de acido | Pretratamiento de acido | Pretratamiento de acido | pH de pretratamiento de Actividad de lipasa
(g/15 ml) (M) acido (unidades/pl
Ninguno (agua) 0 0 7 6,69
Acido lactico 0,08 0,059 2,48 4,15
Acido lactico 0,04 0,030 2,57 5,8
Acido acético 0,005 0,006 2,8 5,33
Acido lactico 0,02 0,015 2,85 6,45
Acido clorhidrico 0,02 0,036 1,5 0
Antioxidante
Extracto de té verde 0,04 6,36 5,77

Se calcula la concentracién de acido:

Peso seco total de acido/peso molecular acido = moles de acido
Total de agua (15 ml)/1.000 =agua total (l)
[conc. acido] =moles de &cido/litro agua = concentracion molar (M)

Resumen

Cada tipo de acido, y concentracidon probada, disminuy6 la actividad enzimatica tras un pretratamiento de 40
minutos en comparacién con el control (sin acido utilizado en el pretratamiento). Se observé que la actividad
enzimatica era menor después del tratamiento a una concentracion mas alta de acido y a un pH mas bajo. Los
valores de pH extremadamente bajos, tales como pH 1,5, dieron lugar a una pérdida completa de actividad para
la enzima. Los extractos de té verde también inhibieron la actividad de lipasa.

Ejemplo 9
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Efecto del atemperado antioxidante en la estabilidad de la harina integral

El objetivo de este ejemplo fue analizar el efecto del atemperado de antioxidante en la estabilidad de la harina integral
durante el almacenamiento. La cantidad de &cidos grasos libres formados se midi6é después del almacenamiento de la
harina en un frasco de vidrio sellado durante 30 dias en condiciones de almacenamiento acelerado de 82 °F. La harina
integral se prepar6 segln el proceso descrito en los ejemplos 1 y 2. Los antioxidantes sometidos a ensayo fueron: (1)
harina de trigo rojo blando sin tratar (control); (2) harina de trigo rojo blando tratada con celulosa; (3) harina de trigo rojo
blando tratada con NaCl; (4) harina de trigo rojo blando tratada con TBHQ; (5) harina de trigo rojo blando tratada con
extracto de romero; (6) harina de trigo rojo blando tratada con extracto de té verde; (7) harina de trigo rojo blando
tratada con &cido lactico a pH 6,16; (8) harina de trigo rojo blando tratada con é&cido fosférico a pH 5,67; (9) harina de
trigo rojo blando tratada con &cido fosférico a pH 4,64; (10) harina de trigo rojo blando tratada con &cido clorhidrico a pH
5,55; (11) harina de trigo rojo blando tratada con BHT en la forma descrita en el ejemplo 1. El trigo atemperado se triturd
a harina del modo descrito en el ejemplo 2. Las cantidades de los acidos grasos libres formados en la harina integral
después del almacenamiento se compararon con la cantidad de acidos grasos libres formados en la harina de control
sin tratar. Se prepararon harinas integrales con una proporcién natural de componente de salvado y endosperma
obtenidos de la molienda de harina. El contenido de ceniza de harina integral se utilizb para confirmar la composicion.

El contenido de &cidos grasos libres de la harina integral (harina fresca y harina envejecida) se determiné segun
el método descrito en el ejemplo 3.

La Tabla 16 contiene los resultados de los acidos grasos libres totales formados en la harina integral tras un
almacenamiento de hasta 6 semanas a 82 °F. Se muestran: (1) tipo de tratamiento (2) cantidad de tratamiento (3)
actividad de lipasa (4) pH (5) hexanal (6) concentracién de acidos grasos libres

Tabla 16. Efecto del tratamiento antioxidante del trigo en el nivel de FFA de la harina integral después del envejecimiento

Cantidad de inhibidor de lipasa [conc. inhibidor Actividad de Actividad de FFA semana|FFA semana 6
(peso seco de acido/peso inicial de de i .asa] (m) lipasa pH harina lipasa 0 (ppm) (PpM)
semilla) ppm) P (unidad/g) (unidad/g) PP PP

Control 0 0,00 379,2 6,6 154,6 828 4576
Celulosa 7000 -- 389,1 - 225,8
NaCl 3000 5,13 371,1 - 209,5

TBHQ 200 0,12 171,5 - 137,6 739 3867

Extracto de romero 7000 - 290,1 - 104,1 1522,5 4216

Extracto de té verde 7000 - 216,9 6,5 117,6 709,5 3718

Acido lactico 3000 3,33 305,0 5,6 120,9 563 2496
BHT 200 0,09 360,1 - 164,3

Resumends

El contenido de acido graso en la harina integral después del almacenamiento a 27,8 °C (82 °F) se redujo en
comparacién con el control cuando el trigo se traté con extracto de té verde o &cido lactico. Se observ6é poca
reduccion en el contenido de acidos grasos libres para otros tratamientos analizados.

Ejemplo 10
Tratamiento con acido de salvado aparte

El objetivo de este ejemplo es analizar la eficacia de estabilizacién del tratamiento acido de salvado separado. Se afade
agua con acido lactico al salvado y germen que se separa del endosperma, ya sea como particulas de salvado grueso o
después de moler el salvado obteniendo particulas mas finas. Tras afadir acido lactico, algunas de las muestras se
estabilizan adicionalmente aplicando calor durante 10 min a 90 °C. Se recombinan el salvado y el germen a la proporcion
natural de salvado, germen y endosperma para elaborar harina integral. Las proporciones naturales se lograron
recombinando el salvado al 32 %, y el endosperma hasta el 68 %, del peso de la harina final. La harina integral se coloca
en un recipiente sellado y se almacena a 37,8 °C (100 °F) durante 30 dias. La actividad de lipasa y los acidos grasos libres
formados en la harina se miden al comienzo y al final del almacenamiento para evaluar la frescura y estabilidad de la
harina a lo largo del tiempo. El cambio en la calidad de la harina se mide mediante la capacidad de retencién del solvente.

Material:

(1) Germen/salvado grueso separado de trigo blanco blando
(2) Salvado/germen triturado grueso

(3) Agua o acido lactico en agua

(4) Endosperma

40



10

15

20

ES 2761849 T3

La lipasa se mide segun el método descrito en el ejemplo 2, los &cidos grasos de la harina se miden segun el
método descrito en el ejemplo 3 y la calidad de la harina se mide segun la prueba de capacidad de retencion de
disolvente descrita en el ejemplo 4.

La Tabla 17 muestra las harinas generadas separando el salvado y el germen del endosperma, y afiadiendo acido
lactico disuelto en agua a salvado grueso finamente triturado. La cantidad de &cido lactico afadida al salvado se
indica en la tabla. En los casos donde se muestra, el salvado también se trata con calor durante 10 minutos a
90 °C después de anadir el acido.

Tabla 17: Harinas producidas

% Salv. y ger. |Cantidad de acido Agua afiadida| Concentracién

L extraido lactico (acido, A Humedad | Calor 90 °C | Acido (moles/45,4 kg
Harina integral durante la dwb/peso harina t:;la‘: (9/12?? dg aﬁ;d(oMt)en integr. 10 min (100 libras) harina final)
molienda final) ppm -y ger. 9
Harina integral, salvado
grueso 32 0 6,25 0 14,126 no 0,0000
Harina integral, salvado
fino con 6,25 g de 32 0 6,25 0 13,488 no 0,0000
agua/100g salv. y ger.
Harina integral, salvado 32 6000 6,25 3,33 13,638 no 3,0276

grueso, 6.000
Harina integral, salvado
fino, 6.000 con 6,259 32 6000 6,25 3,33 13,588 no 3,0276
agua/100g salv. y ger.
Harina integral, salvado

fino 32 0 3,75 0 12,735 no 0,0000
Harina integral, salvado 32 0 3,75 0 12,954 sf 0,0000
fino, calor
Harina integral, salvado
fino. 3.000 32 3000 3,75 2,77 12,991 no 1,5138
Harina integral, salvado 32 3000 375 2,77 12,849 si 1,5138

fino, 3.000 + calor
Harina integral, salvado
fino, 6.000 con 3,75 g 32 6000 3,75 5,55 12,742 no 3,0276
agua/100g salv. y ger.
Harina integral, salvado

fino, 6.000 + calor 32 6000 3,75 5,55 12,959 si 3,0276
Harina integral, salvado

fino, 10.000 32 10.000 3,75 9,25 12,298 no 5,0460

Harina integral, salvado 32 10.000 375 9,25 12,112 si 5,0460

fino, 10.000 + calor

La Tabla 18 contiene los resultados de los acidos grasos libres totales formados en la harina integral después de un
almacenamiento de hasta 30 dias a 37,8 °C (100 °F). Se muestran: (1) Harina (2) acido (peso seco/peso salvado) (3) calor
(4) % de endosperma para obtener harina integral (5) pH salvado (6) tamafo de particulas (9) actividad de lipasa (10)
concentracion de acidos grasos libres, inicial y 21 dias (11) % inhibicion de formacién de FFA en la harina almacenada

Tabla 18. Estabilidad de la harina integral elaborada con salvado y germen tratados con &cido o con acido + calor-
humedad.

Cantidad de
acido lactico | Calor | % peso de

(acido, 90 °C |endosperma
dwd/peso harina| 710 min| de harina

final) ppm

Agua
afadida
total (g/100g
salv. y ger.)

Ro-tap a|Actividad de FFA %
. través lipasa inicial | inhibicion
inteqr. de 100 |(unidades/g)| (ppm) de lipasa

3

FFA ppm % FFA
30 d 100 %| inhibicion

Harina
integral,
salvado
grueso
Harina
integral,
salvado fino
con 6,259 6,25 0 no 68 6,14 | 61,64 382 1309 0 5374 0,00
de
agua/100g
salv. y ger.
Harina
integral,

salvado 6,25 6000 no 68 4,23 | 42,12 174 1144 19,1 2077 18,58
grueso,
6000
Harina
integral,
savadofino 625 6000 no 68 447 | 63,64 280 1218 26,7 3412 36,51
6,259
agua/100g

6,25 0 no 68 586 | 41,66 215 1107 0 2551 0,00
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salv. y ger.

Harina
integral, 3,75 0 no 68 6,12 | 66,01 423 1319 0 5523 0,00
salvado fino
Harina
integral,
salvado fino,
calor
Harina
integral,
salvado fino,
3.000
Harina
integral,
salvado fino, 3,75 3000 si 68 5,07 | 62,68 222 1229 47,52 3689 33,21
3.000 +
calor
Harina
integral,
salvado fino,
6.000 con 3,75 6000 no 68 4,45 | 64,68 296 1227 30,02 3367 39,04
3,75gde
agua/100g
salv. y ger.
Harina
integral,
salvado fino, 3,75 6000 si 68 4,50 | 63,34 121 1167 71,39 2541 53,99
6.000 +
calor
Harina
integral, 3,75 10.000 no 68 3,97 | 63,84 232 1146 45,15 2788 49,52
salvado fino, ’ . ’ ’ ’ ’
10.000
Harina
integral,
salvado fino, 3,75 10.000 si 68 3,99 | 64,72 73 1140 82,74 1731 68,66
10.000 +
calor

3,75 0 si 68 6,15 | 64,70 249 1299 41,13 5511 0,22

3,75 3000 no 68 5,04 | 63,86 325 1274 23,17 3847 30,35

La capacidad de retencién de disolvente de cada harina durante el almacenamiento se usa para evaluar la calidad
de la harina después de cada tratamiento respectivo. Es especialmente importante la resistencia del gluten de la
harina medida mediante el mantenimiento de la retencién de disolvente del acido lactico que indica que el gluten
de la harina sigue siendo funcional. La absorcién general de la harina debe permanecer baja e inalterada con
respecto a los valores de control. La Tabla 3 muestra el perfil de SRC de cada harina.

Tabla 19 Prueba de capacidad de retencién de disolvente

agua Sacarosa Carbonato de sodio Acido lactico |Ceniza (base 14 %)
Harina integral, salvado grueso 60,36 65,66 68,89 64,12 1,33
Harina integral, salvado fino con 6,25 g de

agua/100g salv. y ger. 64,97 73,36 76,21 70,89 1,48

Harina integral, salvado grueso, 6.000 57,94 66,13 67,94 63,20 1,18
Harina integral, salvado fino, 6.000 con 6,259

agual100g salv. y ger. 60,05 68,81 75,45 67,81 1,38

Harina integral, salvado fino 65,88 74,10 77,93 67,46 1,44

Harina integral, salvado fino, calor 64,71 73,63 79,97 67,33 1,42

Harina integral, salvado fino, 3.000 61,96 70,15 75,82 66,59 1,39

Harina integral, salvado fino, 3.000 + calor 61,38 70,50 77,12 65,12 1,42
Harina integral, salvado fino, 6.000 con 3,75 g

agua/100g salv. y ger. 61,82 71,12 74,53 66,11 1,35

Harina integral, salvado fino, 6.000 + calor 60,85 70,14 76,36 65,68 1,46

Harina integral, salvado fino, 10.000 62,59 70,68 76,72 66,23 1,45

Harina integral, salvado fino, 10.000 + calor 63,71 69,44 75,96 65,60 1,39

Sumario

El tratamiento acido de salvado y germen mejor6 los métodos convencionales de estabilizacion, como el tratamiento
térmico. La actividad de lipasa, 141 unidades/g y los acidos grasos libres formados de 1.127 ppm en harina, preparados
a partir de salvado tratado tanto con acido como con calor, son menores que el control no tratado, 282 unidades/g y
3.941 ppm e inesperadamente inferiores que para el salvado estabilizado con tratamiento térmico solamente (201
unidades/g y 3.014 ppm). La ventaja de la estabilizacion mejorada de tratamiento acido combinado con un tratamiento
térmico permite una disminucién de la actividad de lipasa y una disminucién del nivel de acidos grasos libres formados
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durante el almacenamiento, que no se puede conseguir mediante tratamiento acido o tratamiento térmico solos. Hay un
efecto sinérgico significativo del acido mas la estabilizacién térmica que reduce el nivel de &cidos grasos libres
formados en un 71,40 % frente a solamente un 23,5 % del nivel de reduccion de acidos grasos libres con tratamiento
térmico solamente o tan solo un 37,66 % de reduccién con tratamiento con acido solamente.

Ejemplo 11
Efecto sinérgico de estabilizacién sin calor y estabilizacion térmica

El objetivo de este ejemplo fue identificar el efecto sinérgico entre la estabilizacion sin calor y la estabilizacién por
calor en el periodo de validez de la harina integral.

Material:

(1) Ensayo de molienda de cereal integral:

. Las semillas de trigo se atemperaron con/sin acido lactico (6.000 ppm), durante las 4 horas tipicas 2 % de
agua de atemperado.

. Control de harina de trigo integral SWW atemperada: se usaron 160 kg de agua por 8.000 kg de trigo integral

. Harina integral SWW atemperada con acido lactico: Se usaron 76,72 kg de agua y 27,28 kg de acido lactico
por 4.000 kg de trigo integral.

. Después de 4 dias de atemperado, el trigo fue molido en un molino de harina. Se recolect6 salvado y germen
con/sin acido lactico; también se recolecté endosperma con/sin acido lactico.

(2) Estabilizacion de salvado y germen por calor/humedad en el laboratorio.

Se envasaron 30 g de salv. y ger. sin &cido lactico en una bolsa de papel metélico (17,8 cm x 16,5 cm (7 pulgadas
x 6,5 pulgadas) con 9 orificios; a continuacion se calenté la bolsa a 140 °C durante 10 min.

Se envasaron 30 g de salv. y ger. con acido lactico en una bolsa de papel metalico (17,8 cm x 16,5cm (7
pulgadas x 6,5 pulgadas 7) con 9 orificios; a continuacion se calenté la bolsa a 140 °C durante 10 min.

La reconstitucién de harina integral se muestra en la Tabla 20:

Tabla 20. Reconstitucién de harina integral (WG)

Harina integral 24 % de salvado y germen 76 % de endosperma
Control preparado sin tratamiento de salv. y ger. Salvado y ger. sin &cido lactico sin calor Endosperma sin acido lactico sin calor
Harina integral elaborada con salv. y ger. Salvado y ger. sin 4cido lactico con calor Endosperma sin &cido lactico sin calor
tratados térmicamente
Harina integral elaborada con salv. y ger. Salvado y ger. con &cido lactico sin calor Endoesperma con 4cido lactico sin calor
tratados con &cido
Harina integral fabricada con salv. y ger. tratados Salvado y ger. con &cido lactico con calor Endoesperma con acido lactico sin calor
con &cido + calor

Se analizaron el contenido de free fatty acid (acidos grasos libres - FFA) y la actividad de lipasa de las harinas
integrales (harina fresca y harina envejecida 33 dias) que se prepararon segun el método descrito en el ejemplo
4, y los resultados se muestran en la Tabla 21. La distribucién de tamafo de particulas de las harinas se muestra
en la Tabla 22: Las muestras de la invencién contienen una cantidad del inhibidor durante el tratamiento, que es
de 1 mol a 5 moles de inhibidor por cada 45,36 kg (100 libras) de granos enteros.

Tabla 21. Estabilizacion: acido + calor

Cantidad| Acido
de 4cido Cantidad % salv. y
- O . Agua (moles/ . Salv. L FFA;
I?:;:: Tiempo de :;‘:ﬂ g: [conc. [afiadida E::::ﬁ’ 454 kg ex?;';.ao Salv.y Trf;:'r:\“t:to Pesode |yger. ﬁgtlli‘:::: FFA |33 dia % pH
jo Aci 9 d inici
seco de (i) perado| a((:'la)o] 1(980%"; (9) por Ii(l:rg(;) durante hgri:d/; J (temp/ “';;"h:;r":"' pszo (unidades/| 2:::::)' 108 «|Inhibicion|integr.
acido/ (%) detrigo| 10009 |parina| 1@ tiempo) harina] 9 (ppm)
|'|:|ECS|:| de trigo final) molienda
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semilla)
ppm

Control
preparado
trata?':w?ento 0 240 min 2 0 20 0 0 23 5,75 0 82,76 |38,55| 282 628 | 3941 0 6,27
desalv.y
ger.
Harina
integral
elaborada
con salv. y
ger. tratados
térmicamente}
Harina
integral
elaborada ’
consalv. y 6000 | 240 min 2 3,49 [ 19,18 | 6,82 3,04 23 4,65 0 82,76 38,10 241 579 (2457| 37,66 | 4,85
ger. tratados
con 4cido
Harina
integral
fabricada con
salv.y ger.
tratados con

140C, 10

0 240 min 2 0 20 0 0 22,82 5,07 min 82,76 38,27 201 610 | 3014 | 23,52 | 6,25

140C, 10

6000 240 min 2 3,49 | 19,18 | 6,82 3,04 | 22,92 4,32 min 82,76 37,97 141 655 | 1127 71,4 4,89

4cido + calor

Tabla 22. Tamafo de particulas de harina

MBCeniza

Rotap a través|
— Total
harina integral

Rotap + 40 | Rotap + 50 | Rotap + 60 | Rotap + 70 | Rotap + 80 | Rotap + 100 de 100

Control preparado sin

tratamiento de salv. y 1,88 0,18 2,22 2,3 1,4 2,22 2,46 88,78 99,56
ger.
Harina integral
elaborada con salv. y 1,87 0,16 2,44 2,48 1,62 2,54 3,84 87.3 100,38

ger. tratados
térmicamente
Harina integral
elaborada con salv. y 1,84 0,04 2 2,22 1,62 2,26 2,64 88,24 99,02
ger. tratados con &cido
Harina integral
fabricada con salv. y
ger. tratados con acido 1,84 0,08 2,52 2,52 1,72 2,48 3,06 86,52 98,9
+ calor

Resumen

Como se muestra en las Tablas 20-22: ]

. La harina integral tratada con Lactic Acid (Acido Lactico - LA) con estabilizacién térmica redujo la actividad
de lipasa de 241 a 141 unidades/g en comparacion con harina integral tratada con LA sin estabilizacion térmica.

. La harina integral tratada con LA con estabilizacion térmica redujo el nivel de free fatty acid (acidos grasos
libres - FFA) de 2.457 a 1.127 ppm en comparacion con la harina integral tratada con LA sin estabilizacion térmica.

. Existe un efecto sinérgico significativo (inhibicion del 71,40 %) entre el caso con estabilizacion térmica y
sin estabilizacion térmica (inhibicién de combinacion 23,5 % + 37,66 %).

Ejemplo 12

En este ejemplo, las propiedades sensoriales de un control de harina de trigo integral estabilizada térmicamente,
harinas de trigo integral estabilizadas utilizando tanto estabilizacién térmica como acido lactico como inhibidor de
lipasa segun la presente invencion, y galletas de bajo contenido en grasa o galletas saladas Graham, elaboradas
con las harinas estabilizadas fueron evaluadas por un panel de expertos. Las harinas de trigo integral
estabilizadas que se usaron habian sido envejecidas durante 58 dias cuando se fabricaron las galletas, y las
galletas fueron envejecidas durante seis semanas antes de evaluar sus propiedades sensoriales. Se determiné el
nivel de free fatty acid (acidos grasos libres - FFA) de la harina a 38,9 °C (102 °F) el dia 0, y los dias 30, 45 y 60.

Cada una de las muestras de harina de trigo integral estabilizadas térmicamente o tandas evaluadas tenia
aproximadamente la misma distribucién de tamano de particulas. La estabilizacién térmica para cada muestra se llevo a
cabo de forma similar utilizando una temperatura de estabilizacién térmica de 86,7 °C (188 °F) para la muestra de control y
también para las muestras producidas utilizando tanto estabilizacion térmica como &cido lactico. Los niveles de hidratacion
del salvado usados en la estabilizacién fueron de 4,5 % en peso y 7,5 % en peso. La cantidad de acido lactico utilizada en
la estabilizacion fue de 0 para la muestra de control y 3.000 ppm y 6.000 ppm, en base al peso de la harina integral para
las muestras de la presente invencion. Las harinas de trigo integral estabilizadas evaluadas se muestran en la Tabla 23:

Tabla 23: Muestras evaluadas de harina de trigo integral estabilizada

Muestra (tanda) Harina envejecida (dias)| Nivel de hidratacién del | Acido lactico (ppm) Temperatura de Tipo de estabilizacion
salvado (% en peso) estabilizacién (°F)
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1 (Control) 58 7,5 0 188 Calor solo
2 58 7,5 6.000 188 Calor + sin calor
3 58 7,5 3.000 188 Calor + sin calor
4 58 4,5 6.000 188 Calor + sin calor
5 58 4,5 3.000 188 Calor + sin calor

Cada masa empleada para producir las galletas contenia la misma cantidad de harina de trigo integral
estabilizada que era de aproximadamente 57 % en peso con respecto al peso de la masa y las mismas
cantidades de sacarosa, aceite, sélidos de leche en polvo sin grasa, jarabe de maiz de alto contenido en fructosa,
bicarbonato de amonio, bicarbonato de sodio y agua. Las masas se produjeron mezclando los ingredientes en un
recipiente de mezclado con palas de tipo farinograph con camisa, se aplicaron las masas en capas, se laminaron
y cortaron en trozos y se hornearon para obtener galletas con un contenido de humedad de 3,5 % en peso.

Metodologia de evaluacién de las propiedades sensoriales

Un panel descriptivo (n=12) evalu6 los productos. Los panelistas se seleccionaron atendiendo a su agudeza
sensorial y su capacidad descriptiva. Desarrollaron un vocabulario para describir las caracteristicas de las
muestras a lo largo de todas las modalidades mediante sesiones de discusion moderadas.

Los panelistas evaluaron las muestras, individualmente, utilizando el vocabulario que habian creado. Las
muestras se presentaron enmascaradas y en un disefio equilibrado para minimizar el sesgo debido al orden de
presentacion. Cada panelista evalué todos las propiedades de cada uno de los productos tres veces.

Los datos se recogieron mediante el uso de un sistema de recogida de datos en la red (Compusense at Hand,
Canada). La escala de linea no estructurada utilizada para la evaluaciéon se convirtid electronicamente en una
escala de 100 puntos para el andlisis.

Atributos y definiciones utilizados para evaluar el conjunto de muestras

En la Tabla 24 se muestran las propiedades sensoriales, las definiciones de propiedades, y el criterio o las
instrucciones de los panelistas para realizar las evaluaciones de las propiedades sensoriales:

Tabla 24: Atributos sensoriales, definiciones de atributos e instrucciones para los criterios

Aroma - Instrucciones de toma de decisién: Coloque la muestra en la nariz y evalle los siguientes atributos del aroma:
PROPIEDAD DEFINICION

Harina La intensidad de un aroma de harina, que recuerda a una bolsa de harina blanca que se ha abierto.

(Débil-fuerte)
Sabor- Instrucciones de toma de decisién: Tome 1 bocado, aproximadamente 1/3 de un rectangulo, de uno en uno, masticar y evaluar las siguientes
propiedades de sabor:
Dulce La intensidad de un sabor dulce en la boca, reminiscente de azlcar de confiteria.

(Débil - fuerte)
Canela (Débil-Fuerte) La intensidad de un sabor de canela, reminiscente de canela molida o de canela Teddy Grahams.

Retrogusto/efecto a posteriori- Instrucciones de toma de decisién: Tomar un bocado de la galleta salada, masticar y tragar. Espere 15 segundos
tras tragar para evaluar los siguientes atributos del regusto/secuela.

Horneado/tostado (Débil-Fuerte) La intensidad de un retrogusto horneado/tostado. Un retrogusto tostado/horneado es reminiscente de la
corteza ligeramente horneada del pan italiano. Un retrogusto horneado/tostado fuerte es reminiscente del pan
muy tostado.

Vainilla La intensidad de un retrogusto de vainilla, reminiscente de la nota en la mezcla para preparar tartas de color
amarillo.

(Débil-fuerte)
Miel La intensidad de un retrogusto de miel, reminiscente del retrogusto de miel en miel Teddy Grahams.

(Débil-fuerte)
Adherencia a los dientes (Ligera-Alta) [La medida de la cantidad de galleta salada ain pegada a los dientes y/o la boca.

Cantidad de material en forma de La medida de la cantidad de particulas, o migas, percibidas que perduran en la boca.
particulas (un poco-mucho)

Los promedios de las propiedades sensoriales correspondientes a las caracteristicas de aroma, sabor y
retrogusto/efecto a posteriori de las muestras de galleta durante su periodo de validez se muestran en la Tabla 25:

Tabla 25: Promedios de propiedades sensoriales correspondientes a las caracteristicas de aroma, sabor, y
retrogusto/efecto a posteriori de las galletas durante el periodo de validez

ID y atributos de la muestra Muestra 1 (ciclo) Muestra (ciclo) 2 Muestra (ciclo) 3 Muestra (ciclo) 4 Muestra (ciclo) 5
(control)

45



10

15

20

25

30

ES 2761849 T3

Harina envejecida (dias) 58 58 58 58 58
Nivel de hidratacién del salvado (% 7,5 7,5 7,5 4,5 45
en peso)

Nivel de &cido lactico (ppm) 0 6.000 3.000 6.000 3.000
Producto envejecido (semanas) 6 6 6 6 6
Aroma de harina 9,62 8,94 8,64 8,49 8,52
Sabor dulce 29,91 32,30 33,41 33,14 32,08
Aromatizante de canela 9,47 12,68 11,21 11,45 11,43
Retrogusto tostado horneado 30,42 32,15 34,02 33,39 38,69
Retrogusto vainilla 16,95 19,38 16,51 18,90 15,52
Retrogusto miel 22,96 23,59 23,16 25,77 20,77
Efecto a posteriori de adherencia a 53,82 51,81 51,46 50,90 51,57
los dientes

Efecto a posteriori de cantidad de 36,98 31,04 35,99 35,38 34,47
particulas

FFA eneldia0 895 939 849 960 854
FFA en el dia 30 2391 2023 1779 1640 1766
FFA en el dia 45 2862 2346 2127 1986 2190
FFA en el dia 60 3384 2571 2791 2237 2386

Discusién de los resultados

Como se muestra en la Tabla 25, la harina integral que se habia estabilizado utilizando tanto tratamiento con acido lactico
como de calor ligero (86,7 °C (188 °F)) dio lugar a articulos horneados con una mayor retencion del sabor dulce de al
menos 32,08 unidades de escala (tandas 2, 3, 4, y 5) en comparacion con una puntuacion de 29,91 de unidades de escala
(tanda 1) para el control en el que se utilizd harina integral, estabilizada solamente con estabilizacién mediante calor ligero
(86,7 °C (188 °F)) y sin tratamiento con &cido lactico, para un aumento de la puntuacion de sabor dulce de al menos 7,2 %.

También, como se muestra en la Tabla 25, la harina integral que se habia estabilizado utilizando tanto tratamiento
con acido lactico como de calor ligero (86,7 °C (188 °F)) dio lugar a articulos horneados con una mayor retencién
del sabor a canela de al menos 11,21 unidades de escala (tandas 2, 3, 4, y 5) en comparaciéon con una
puntuacién de 9,47 de unidades de escala (tanda 1) para el control en el que se utilizaba harina integral,
estabilizada solamente con estabilizacion mediante calor ligero (86,7 °C (188 °F)) y sin tratamiento con acido
lactico, para un aumento de la puntuacion de sabor a canela de al menos 18,3 %.

La propiedad negativa de aroma de harina cruda, como se muestra en la Tabla 25 permanecié por debajo de un
maximo de 9 unidades de escala de 8,94 (tandas 2, 3, 4 y 5) en comparacién con el control que dio una puntuacion
de 9,62 unidades de escala (tanda 1) para una disminucion en la puntuacién de aroma de harina de al menos 7 %.

En comparacion con el nimero de tanda 1 (sin acido lactico; sirvié de control), todas las muestras con &cido lactico
(tandas 2, 3, 4 y 5) tienen un aroma de harina cruda bajo, mas sabor dulce, méas sabor a canela, un mayor retrogusto
tostado horneado, menos adhesion a los dientes y una menor cantidad de efectos a posteriori de particulas.

En comparacién con el nimero de tanda 1 (sin acido lactico; sirvié de control): a) las muestras producidas utilizando
6.000 ppm de Aacido lactico (tandas 2 y 4), pero no 3.000 ppm de acido lactico (tandas 3 y 5) tienen un mayor
retrogusto de vainilla y b) todas las muestras (tandas 2, 3, 4) con acido lactico tienen un mayor retrogusto de miel
excepto la muestra (tanda 5) producida utilizando 3.000 ppm de &cido lactico y 4,5 % de hidratacién de salvado.

El uso tanto del tratamiento con &cido lactico como del tratamiento de calor ligero para estabilizar la harina de trigo integral
aumenta el frescor de la harina integral y de los productos que la contienen, medido por los free fatty acid (acidos grasos
libres - FFA) formados en la harina durante el aimacenamiento, y la retencion de sabor en el producto fabricado con harina
envejecida en comparacion con el frescor de la harina integral de control estabilizada sin tratamiento con &cido lactico, y la
retencion de sabor de los productos que contienen la harina de control, como queda demostrado en la Tabla 25.
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REIVINDICACIONES
Un método para producir harina estabilizada que comprende:

atemperar granos enteros que tienen salvado, germen, y endosperma para obtener un contenido
final de humedad en los granos enteros de 10 % en peso a 14 % en peso, con respecto al peso
de los granos enteros;

tratar los granos enteros con una solucién acuosa de un inhibidor de lipasa durante el atemperado
para inhibir la lipasa en el salvado y el germen para formar granos enteros tratados; y

moler los granos enteros tratados para obtener una harina integral estabilizada que tiene un
contenido de &acidos grasos libres inferior a 3.000 ppm cuando se almacena a 38 °C (100 °C)
durante 30 dias,

en donde la concentracion del inhibidor de lipasa durante el tratamiento es de 2 molar a 7 molar,
y la cantidad del inhibidor durante el tratamiento es de 1 mol a 5 moles de inhibidor por 45,36 kg
(100 libras) de granos enteros.

Un método segun la reivindicacion 1, en donde el tratamiento con inhibidor de lipasa se realiza a una
temperatura inferior a 50 °C.

Un método segun la reivindicacion 1, en donde el tratamiento con inhibidor de lipasa reduce el pH de la
harina a menos de 6.

Un método segln la reivindicacion 1, en donde la harina estabilizada tiene una solvent retention capacity
(capacidad de retencién de disolvente - SRC) de acido lactico superior o igual a 65, y una relacion de
SRC del acido lactico a SRC del agua superior a 1.

Un método segun la reivindicacién 1, en donde el inhibidor de lipasa comprende un componente acido
que comprende al menos un &cido seleccionado del grupo que consiste en acidos organicos y acidos
inorganicos.

Un método segun la reivindicacién 1, en donde el inhibidor de lipasa comprende un &cido organico.

Un método segun la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de lipasa es acido lactico y la cantidad del
inhibidor de lipasa es de al menos 3.000 ppm de &cido lactico, con respecto al peso de los granos enteros.

Un método segun la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de lipasa comprende un acido inorganico.

Un método segun la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de lipasa comprende al menos un acido
inorganico seleccionado del grupo que consiste en acido clorhidrico y acido fosférico, y la cantidad del
inhibidor de lipasa es de al menos 300 ppm de inhibidor, con respecto al peso de los granos enteros.

Un método segun la reivindicacién 1, en donde el inhibidor de lipasa comprende extracto de té verde o té verde.

Un método segun la reivindicacion 1, en donde el tratamiento con inhibidor de lipasa se realiza a una
temperatura inferior a 38 °C.

Un método segun la reivindicacion 1, en donde el tratamiento con el inhibidor de lipasa es para reducir el
pH de la harina a un pH de 4,4 a 5,8.

Un método segun la reivindicacion 1, en donde la harina integral estabilizada tiene un grado de
gelatinizacion del almidén inferior a 25 %, medido mediante differential scanning calorimetry (calorimetria
diferencial de barrido - DSC), una capacidad de retencion de disolvente del acido lactico (SRC del &cido
lactico) superior o igual a 65 % y una relacién de SRC del &cido lactico a capacidad de retencién de
disolvente carbonato de sodio-agua (SRC del carbonato de sodio) superior a 1.

Un método segun la reivindicacién 1, en donde al menos una parte de la lipasa se inhibe reversiblemente.

Un método segun la reivindicaciéon 1, en donde una parte de la lipasa se inhibe irreversiblemente.
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FIG. 3

Actividad de lipasa (U/g)
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FIG. 5

Acidos grasos libres, ppm
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B: Tiempo de atemperado (min)
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FIG. 9

pH en funcién de la conc. de acido: Harina de salvado fino y de reduccién
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FIG. 10

FFA de la harina en funcion del pH: Concentraciones de acido y cantidad afiadida
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FIG. 11

Relacién final LA harina/agua en fu
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Relacién final LA harina/NaCO3 en funcién de la conc. de acido
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