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DESCRIPCION

Procedimiento para la eliminacién de compuestos odorantes presentes en preparaciones de levaduras mediante el
empleo de CO, supercritico.

La presente invencidn se refiere a un procedimiento de desodorizacidn de preparados de levaduras de uso enoldgico
basado en el empleo de CO, en condiciones supercriticas. El procedimiento implica ademas la obtencién de un extracto
aromatico concentrado libre de solventes con diferentes posibles aplicaciones.

Estado de la técnica anterior

En la actualidad el empleo de preparados enoldgicos a base de levaduras secas inactivas (LSI) es muy habitual
en la industria enoldgica tanto para la mejora de los procesos fermentativos (fermentacion alcohdlica y malolactica),
como para la de las caracteristicas organolépticas de los vinos (disminucién de la astringencia, mejora de las propie-
dades del color, aroma, etc). Es por ello que en los dltimos afios, hay un gran ndmero de empresas biotecnoldgicas que
comercializan este tipo de productos para diferentes aplicaciones en vinos (Pozo-Bay6n et al., 2009, Food Research
International, 42: 754-761). Generalmente, la clasificacién de estos productos se realiza en base a su aplicacion tec-
nolégica, siendo el grupo de los “nutrientes fermentativos” junto con el de los “coadyuvantes organolépticos” los mas
ampliamente utilizados.

Este tipo de preparados de levaduras secas inactivas son producidos a partir de levaduras enolégicas (Saccharomy-
ces cerevisiae) que han sido sometidas a diferentes tratamientos (generalmente plasmolisis o choque térmico) para
eliminar su capacidad fermentativa. Una vez inactivadas las células son sometidas a diferentes tratamientos enzimati-
cos y/o fisicoquimicos seguidos de distintas etapas de purificacién. Dependiendo del tipo de procesamiento empleado
se pueden obtener extractos de levadura (EL) (contienen Unicamente las partes solubles de la célula tras la completa
autolisis de la misma), autolisados de levadura (AL) (formados tanto por materia soluble como por insoluble proceden-
te de las paredes y membranas celulares tras la autolisis parcial de las células), o paredes de levaduras (PL) (obtenidas
por centrifugacion durante el proceso de obtencidn de extractos de levadura). La mayor parte de preparaciones eno-
l6gicas que se comercializan son del tipo AL o PL. Debido a que durante el proceso de autolisis celular se produce
una autodigestion del contenido citoplasmatico de la célula, la mayor parte de este tipo de preparaciones esta formado
por una fraccién soluble en agua y compuesta por péptidos, aminoacidos, polisacdridos, dcidos nucleicos y lipidos (en
los autolisados de levaduras). Como se ha indicado, en algunos tipos de preparados (autolisados y paredes) también
hay una importante proporcién de lipidos procedentes de las paredes y membranas celulares (Feuillat, 2001, Bulletin
de T’OIV, 849-850:753-771). La distinta proporcidn de estos compuestos en cada preparacion es la responsable de
las diferentes aplicaciones de estos productos en vinificaciéon. Ademds, cada tipo de preparado puede diferir en su
composicion dependiendo de la cepa de levadura empleada, de las condiciones de procesamiento, etc.

Durante el procesamiento de los preparados de LSI, hay varias etapas en las que estos productos son sometidos
a elevadas temperaturas. Asi, tanto durante la obtencién de EL, AL y PL hay una etapa final de secado en la que se
persigue la obtencién de un producto facilmente dosificable en el vino en forma de polvo, que es el que se adquiere
comercialmente. El secado de este tipo de productos se produce en la mayor parte de los casos mediante los procesos
de roller drying o spray drying (http://www.eurasyp.org). En el primero de los procedimientos el secado se produce por
pulverizacion del preparado sobre un tambor rotatorio caliente, que hace que la temperatura del producto rapidamente
alcance los 100°C. Por tanto en los primeros segundos se produce la evaporacién del agua de la muestra. Durante el
tiempo restante de permanencia del producto en el rodillo, el agua remanente se evapora debido a la diferencia de
presion de vapor entre la interfase del producto y la capa de aire vecinal. En el spray drying, el tiempo de secado es
muy corto, del orden de unos pocos segundos y el secado se produce por contacto del liquido con un gas a elevada
temperatura (Onwulata, 2005, en: Encapsulated and powdered foods, pg 273).

Debido a la elevada concentracién de polisacaridos asi como de compuestos nitrogenados (aminodcidos y péptidos)
presentes en estas preparaciones, durante el procesamiento de las mismas y debido a las altas temperaturas a las que son
sometidos durante la etapa final de secado, se pueden producir reacciones entre los grupos carbonilos de los aziicares y
los grupos amino de los aminoécidos (y péptidos), para dar lugar a precursores de distintos tipos de compuestos, entre
los que se encuentran importantes moléculas odorantes, caracterizadas por presentar en general, muy bajos umbrales
de percepcion. Esta reaccién se conoce como reaccion de Maillard y entre los compuestos que se producen cabe
destacar, por su importancia para el aroma de los alimentos, algunos heterociclicos volatiles que pueden contener
oxigeno, nitrégeno, y/o azufre en su molécula como pirroles, furanos, thiazoles, pirazoles, etc. También durante la
reaccion de Maillard, se puede producir la reaccién entre dicarbonilos y amino 4cidos libres que serdn deaminados
y decarboxilados durante la degradacién de Strecker para dar lugar a los correspondientes aldehidos, muchos de los
cuales también son importantes moléculas odorantes (metional, furfural, etc).

Actualmente hay diferentes trabajos en la literatura que se han llevado a cabo con el objetivo de caracterizar el
perfil volatil de las preparaciones de LSI que indican que efectivamente los compuestos volatiles formados durante el
procesamiento térmico de las mismas son los mds abundantes (Comuzzo et al. 2006, Food Chemistry, 99, 217-230;
Pozo-Bayon, et al., 2009, Journal of the Science of Food and Agriculture: DOI 10.1002/jsfa.3638.

Desde el punto de vista de las caracteristicas organolépticas del vino, es importante tener en cuenta las consecuen-
cias que la adicién de los LSI pueden tener en el aroma del vino, ya que lo interesante para los elaboradores es que
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el producto ejerza su accidn especifica en el vino, pero sin provocar efectos adversos. En este sentido, recientemente
se ha comprobado en vinos modelo la capacidad de algunos compuestos voldtiles de muy bajo umbral de percepcion,
presentes en las preparaciones de LSI, como algunas pirazinas, de ser liberados a los vinos (Pozo-Bayoén, et al., 2009,
Journal of the Science of Food and Agriculture: DOI 10.1002/jsfa.3638). Esta liberacién se produce de forma pro-
gresiva, y por tanto su concentracion aumenta con el tiempo de contacto de las preparaciones de LSI en el vino. Este
hecho, podria tener consecuencias sensoriales importantes e inesperadas en el vino acabado. Concretamente, en algu-
nos estudios se ha comprobado que los vinos suplementados con preparaciones LSI presentan diferencias sensoriales
con respecto a los vinos control (Comuzzo et al. 2006, Food Chemistry, 99: 217-230). Aunque en vinos de poca in-
tensidad aromatica, la adicién de estos preparados parece mejorar sus caracteristicas sensoriales, en otros casos, como
en aquellos vinos caracterizados por presentar un fuerte caracter varietal, la adicion de LSI tiene un marcado efecto
negativo en las caracteristicas sensoriales del vino.

En cualquier caso, la modificacidn de las caracteristicas sensoriales de los vinos es un efecto colateral e indeseable
que actualmente estd aparejado al empleo de preparaciones de LSI. Es por tanto de interés para el sector enolégico
la bisqueda de procedimientos para eliminar o reducir la liberacion de compuestos odorantes presentes en las LSI
a los vinos. La presente invencion tiene como objetivo la aplicacién de la tecnologia de fluidos supercriticos a las
preparaciones de LSI para eliminar o reducir los compuestos odorantes indeseables sin producir la modificacién de
la composicién no volatil del preparado, que es la responsable de los efectos beneficiosos de su empleo durante la
vinificacién.

La aplicacién de CO, en condiciones supercriticas para la desodorizacidon de matrices alimentarias ha sido llevada
a cabo con éxito en el caso de extractos de hierbas aromadticas (Lopez-Sebastian, et al., 1998 Journal Agricultural and
Food Chemistry, 46: 13-19) aceites (Ziegler y Liaw, 1993, Journal of the American Oil Chemistry Society, 70: 947:953)
y grasa lactea (Haan y de Graauw, 1990, The Journal of Supercritical Fluids, 3, 15-19) entre otros. Ademas la idoneidad
del empleo de CO, supercritico para la extraccién de pirazinas (que son el grupo de compuestos aromaticos mas
representativos del aroma de los preparados de LSI) ha sido demostrada por Shen et al., 2006 (Journal of Chemistry
Engineering Data, 51:2056-2064), e incluso Sanagi et al., 1997 (Journal of Chromatography A 785: 361-367) lo han
empleado para la extraccion selectiva de estos compuestos de semillas de cacao.

Descripcion de la invencion

La presente invencidn se refiere a una procedimiento basado en la aplicacién de CO, supercritico para la mejora
de preparados de levaduras secas inactivas (LSI) que actualmente se comercializan como aditivos enoldgicos en la
elaboracion de los vinos. El procedimiento que se propone consiste en la aplicacién de CO, supercritico junto a un
modificador (etanol) en unas condiciones de presién, tiempo y temperatura especificas, que permiten la reduccién
o eliminacién de compuestos odorantes que se producen durante el procesamiento térmico al que se someten estas
preparaciones y que pueden pasar al vino modificando negativamente sus caracteristicas sensoriales. Ademads el pro-
cedimiento propuesto permite la recuperacion de un extracto concentrado con los compuestos odorantes extraidos que
puede ser de interés para otras aplicaciones (agentes aromatizantes de alimentos).

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la desodorizacién de preparaciones
de levadura seca inactiva (LSI) empleadas como aditivos enoldgicos mediante el empleo de CO, supercritico que
comprende:

a. Adicion de un cosolvente que se selecciona entre etanol y soluciones hidroalcohélicas con contenido de
etanol mayor al 80%, a una muestra de LSI

b. Calentar la mezcla obtenida en el paso a) a una temperatura de entre 50-80°C
c. Adicionar CO, con un caudal de 1 a 3 mL/min hasta conseguir una presion de entre 150-250 atm.

d. Continuar la extraccién de los compuestos voldtiles del paso c¢) durante un tiempo de entre 90 a 180
minutos.

En una realizacion preferida, el procedimiento descrito anteriormente ademds comprende una etapa de recogida
del extracto de compuestos volatiles procedentes de la muestra de LSI.

Un fluido supercritico es una sustancia a temperatura y presion simultineamente superiores a sus valores criticos,
y que tiene una densidad superior a la densidad critica. El punto critico de una sustancia es aquel valor de temperatura,
presion y densidad para el cual el volumen es igual al de una masa igual de vapor o, en otras palabras, en el cual las
densidades del liquido y del vapor son iguales. En la presente invencién, se emplea CO, en condiciones supercriticas.
Es decir en condiciones de presion, temperatura y densidad superiores a su punto critico definido por una presion de
72.04 atm, 31°C y 470 kg/m°.

En condiciones supercriticas, el diéxido de carbono adquiere poder de solvatacién (una propiedad tipica de los
liquidos) y puede ser utilizado como disolvente de diversos componentes alimentarios, aprovechando ademads su baja
viscosidad, alto coeficiente de difusion, gran penetrabilidad y elevada velocidad de extraccidn. Otra ventaja adicional
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es que variando las condiciones de presién y temperatura y, con ello la densidad del fluido supercritico, se puede
cambiar su selectividad como disolvente hacia diversos componentes, extrayéndolos diferencialmente, sin necesidad
de cambiar el fluido extractante. En el procedimiento al que se refiere la presente invencion ademads de la recuperacién
del preparado de LSI desodorizado, la recuperacién del producto extraido (concentrado de aromas libre de solventes)
se lleva a cabo mediante la reduccion de la presién del CO, y el fluido supercritico se convierte en un gas que se
evapora totalmente de forma espontanea.

El empleo de CO, supercritico, que se utiliza en el procedimiento descrito en la presente invencidn, es muy ade-
cuado para su aplicacién en matrices alimentarias como las preparaciones de LSI a las que se refiere especificamente
la presente invencion y los extractos concentrados aromaticos con posibles aplicaciones en la industria alimentaria.
Entre otras ventajas destacan:

a. La baja toxicidad y por tanto su compatibilidad con los productos alimentarios. EL. CO, es un solvente
seguro (GRAS) y aceptado por la FDA y EFSA para su empleo en alimentos.

b. La elevada capacidad de penetracion del fluido supercritico en las matrices porosas debido a su baja vis-
cosidad y elevada difusividad del fluido. Con ello se consigue una transferencia de materia més rdpida y
extracciones por tanto mas rapidas.

c. La posibilidad de realizar las extracciones de forma dindmica, lo que asegura que el fluido fresco pase
constantemente por la muestra, produciendo la completa extraccion del compuesto de interés.

d. La posibilidad de variar la presién y temperatura del fluido modifica su densidad y por tanto, su capacidad
de solvatacion, con lo que se pueden extraer selectivamente componentes especificos de una muestra com-
pleja. Esta ultima caracteristica es de gran interés en la aplicacién del procedimiento al que se refiere la
presente invencion a las preparaciones de LSI, ya que se ha conseguido eliminar los compuestos odorantes
sin modificar la composicién no voldtil presente en las mismas.

e. Otras ventajas asociadas al empleo de CO, son sus moderadas condiciones de temperatura y presion criti-
cas (31.1°C y 73.04 atm), no es corrosivo o inflamable y tiene un coste relativamente bajo comparado con
otros solventes.

En el procedimiento descrito en la presente invencion, las muestras a tratar pueden ser cualquiera de los preparados
de levaduras secas inactivas del tipo nutrientes de fermentacién o coadyuvantes para la mejora de las caracteristicas
organolépticas de los vinos que actualmente se comercializan para aplicaciones enoldgicas en forma de polvo. También
podria tratarse de lias de vinificacion.

Para solventar la posible limitacion del empleo de CO, supercritico debido a su naturaleza apolar, en la presente
invencién se ha recurrido ademads al empleo de un cosolvente, como el etanol (también considerado seguro, no téxico
y admitido para su empleo en alimentos), para que actie como modificador dotando al CO, de una mayor polaridad.

En una realizacién preferida, en el procedimiento segin descrito anteriormente la muestra colocada en la celda de
extraccion ha sido sometida previamente a un proceso de molienda criogénica.

La molienda criogénica consiste en aplicar un liquido criogénico (N,) o bien partir de una muestra previamente
congelada (-70°C) con el objetivo de producir una congelacién rapida de la misma y proceder a su molienda o triturado
mediante el empleo de un molinillo de bolas. De esta manera se consigue romper parte de las células de levaduras que
siguen intactas y reducir el tamafio de la muestra consiguiendo un tamafio de particula mas homogéneo y un aumento
de la superficie de contacto de los solventes extractores y la muestra. Por otro lado, al realizar el proceso a baja
temperatura se consigue realizar la extraccion sin modificar la composicién volatil de la muestra, evitando la pérdida
de voldtiles y aumentando el rendimiento de la extraccién.

En otra realizacién preferida, en el procedimiento segiin descrito anteriormente la cantidad de cosolvente a emplear
varia entre el 8 y 40% del peso de la muestra en la celda de extraccién.

En otra realizacién preferida, en el procedimiento segtn descrito anteriormente la presién de CO, varia entre 150-
250 atm.

En otra realizacion preferida, en el procedimiento segin descrito anteriormente las muestras de la etapa a son lias
de fermentacion.

El dispositivo necesario para desarrollar el procedimiento al que se refiere la presente invencién consiste de un
sistema extractivo que se muestra en la Fig 1 y que consta de una botella de CO, con sifén (1), una bomba de doble
piston (2) que se encarga de impulsar el CO, liquido hasta la celda de extracciéon de acero inoxidable de 11 mL (12)
situada en un horno (11) en la que se encuentra depositada la muestra. E1 CO, se mezcla con un modificador (etanol)
(3) que es impulsado por su correspondiente bomba (4). Tanto la presién del flujo de CO, como del modificador son
indicadas en los puntos de control de presién (5) y la cantidad que llega a la celda de extraccion es controlada con
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las vélvulas (6) y (7) para el CO, y el modificador respectivamente. La vélvula antiretorno (8) favorece la mezcla de
los fluidos en el bafio calefactor (9) donde la mezcla es calentada a la temperatura de extraccion y el fluido resultante
pasa por una valvula on/off (10) y se introduce en la celda de extraccién donde se encuentra contenida la muestra
(preparacion de LSI) y donde se alcanza la presion de trabajo. Debido a una disminucién en la presion y/o temperatura
de trabajo al pasar por las valvula de micro regulacién (13), el extracto resultante se recoge en un vial que se encuentra
contenido en celda de expansion (11), refrigerada gracias al empleo de un bafio de hielo. A la salida de la celda de
expansion se encuentra un medidor de flujo mdsico (16).

El procedimiento al que se refiere la presente invencion se describe detalladamente a continuacion:

Cerrar la vélvula on/off para el CO, (6) y abrir la botella de CO, (1). Encender el bafio calefactor (9) a la tem-
peratura de trabajo (60°C). Abrir la valvula on/off para CO, (6) y presurizar a la presién de trabajo con la bomba
de CO, hasta la vélvula on/off para la mezcla CO,/modificador calefactada (10). Cargar la muestra (preparacion de
LSI) en la celda de extraccion (12), en forma de sandwich entre dos zonas de lana de vidrio o filtros de celulosa. En
caso de emplear modificador afadir una cantidad de modificador (etanol) a la muestra en el que se pueden seguir dos
procedimientos a) afiadirlo al caudal de de CO, con la bomba del modificador (4) o b) mezclarlo con el preparado de
LSI antes de cargarlo en la celda de extraccion (en la relacién muestra: cosolvente de trabajo). Tras cargar la celda
de extraccién esta se sittia dentro del horno (11) en la linea del CO,, con la vdlvula de microregulacién (13) cerrada
y se abre la vélvula (10). Mientras el sistema adquiere la presion y temperatura de trabajo, mantener esta configura-
cion. Poner un vial de recogida (15) dentro de la celda de expansién (14) e introducir esta en un bafio de hielo para
favorecer la recogida de los compuestos volatiles. Una vez alcanzadas las condiciones de trabajo abrir la valvula de
microregulacién (13) el maximo nimero de vueltas que permita sin que se produzca la caida de la presiéon. Mantener
esta configuracion el tiempo de extraccién necesario, regulando la valvula (13) para que la lectura del medidor de flujo
mdsico sea constante. Una vez alcanzado este tiempo (120 minutos) cortar primero el caudal del modificador apagando
la bomba (4) y cerrando la vélvula (7). A continuacién se apaga la bomba de CO, y se cierran las vélvulas on/off (6)
y (10). Cuando caiga la sefial en el medidor de flujo mdsico (16) el sistema se habra despresurizado y se recoge tanto
el extracto del vial de recogida (15) como la preparacién de LSI desodorizada.

La preparacién de LSI que se recoge tras la desodorizacion con CO, supercritico esta seca y es exactamente igual
de aspecto a la del inicio del proceso. Ademds mantiene su composicién no-voldtil inalterada. El extracto (15) obtenido
es de una gran intensidad aromadtica y se encuentra en el vial de extraccidn de donde se puede recuperar con un solvente
adecuado y ser tratado (secado, micro o nano encapsulacion) por aplicaciéon de distintas tecnologias que no entran a
formar parte del objetivo de la presente invencion.

El procedimiento que se describe en la presente invencién puede usarse, pero sin limitarse en los siguientes secto-
res:

Biotecnolégico-enolégico: Obtencién de preparaciones de LSI libres de compuestos odorantes indeseables para su
empleo en vinificacion.

Alimentario: El procedimiento podria hacerse extensivo para la extraccion de compuestos del aroma de prepara-
ciones de LSI con el fin de obtener extractos aromaticos concentrados y libres de solventes que pueden ser empleados
como agentes aromatizantes en distintos tipos de productos alimentarios (panaderia, bolleria, snacks, alimentos pre-
cocinados). De la misma forma el procedimiento al que se refiere la presente invencién podria ser empleado para la
extraccion de compuestos del aroma de lias de fermentacion, que son subproductos de la industria enolégica con unas
caracteristicas muy similares a los preparados de LSI a los que se refiere la presente invencion, lo que constituiria una
revalorizacion de este tipo de productos.

En un segundo aspecto, la presente invencidn se refiere a un producto obtenible por el procedimiento anteriormente
descrito que comprende el extracto de los compuestos volatiles odorantes procedentes de la muestra de LSI tratada.

En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere al uso del compuesto segtin mencionado anteriormente como
agente aromatizante para distintos tipos de productos alimentarios.

En este sentido, el campo de aplicacién comprenderia cualquier tipo de alimento en el que las notas aromaticas a
“tostado”, “palomitas”, “carne-horneada”, “caldo de carne”, etc fueran requeridas. Esto incluirfa alimentos tales como
productos horneados a base de cereal (pan, bolleria, snacks) bien para compensar la pérdida de aromas originados
durante el horneado o bien para reforzar el aroma natural del producto. También los extractos aromdticos podrian
ser aplicados para potenciar el aroma de un gran nimero de alimentos precocinados en los que las condiciones de
procesamiento a los que son sometidos (congelacidn, tratamientos térmicos, etc) podrian haber reducido la intensidad

de su aroma original.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencidn se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.
Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.
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Descripcion de las figuras

Figura 1. Muestra el dispositivo empleado y las condiciones del proceso de desodorizacién de preparaciones de
LSI al que se refiere la presente invencion.

Figura 2. Muestra el cromatograma del perfil volatil obtenido por GC-MS en la muestra de LSI de tipo coadyuvante
organoléptico desodorizada siguiendo el proceso descrito en la presente invencidon y de la misma muestra control (sin
desodorizar).

Figura 3. Muestra el cromatograma del perfil volatil obtenido por GC-MS de un vino sintético suplementado con
un preparado de LSI del tipo coadyuvante organoléptico tras la desodorizacién y de la misma muestra control (sin
desodorizar).

Figura 4. Muestra el aspecto de una preparacién de LSI antes y después del proceso de desodorizacién al que se
refiere la presente invencion.

Figura 5. Muestra el cromatograma del perfil volatil obtenido por GC-MS de un vino sintético suplementado
con un preparado de LSI del tipo nutriente fermentativo tras la desodorizacién y de la misma muestra control (sin
desodorizar).

Ejemplos

A continuacién se ilustrard la invencion mediante unos ensayos realizados por los inventores que describen el
proceso de desodorizacién por CO, supercriticos de un preparado de LSI comercial para uso enolégico.

Ejemplo 1

La muestra consistente en un preparado comercial en forma de polvo de LSI de uso enolégico y empleado como
adyuvante para la mejora de las caracteristicas organolépticas de los vinos tintos fue depositada en una bandeja for-
mando una capa muy fina e inmediatamente congelada a -70°C. Se procedi6 posteriormente a la molienda de la muestra
mediante el empleo de un molinillo de bolas. Se aplicaron 5 ciclos de 3 minutos cada uno y con una intensidad de
25 Hz.

En la celda de extraccion se introdujo 2 g de la muestra en forma de polvo triturada, 1 mL de etanol que actué
como cosolvente facilitando la extraccién de los compuestos del aroma mds polares y un poco de lana de vidrio en
cada extremo para evitar la salida de particulas sélidas contenidas en la muestra a las vias de circulacién del fluido
extractor. A continuacioén se calentd el horno a una temperatura de 60°C. Se inici6 la adicién de CO, en direccién
hacia el mezclador hasta que se consiguieron unas condiciones estables a una presién de 200 bar y un caudal de CO,
de 1.54 mL/min.

El extracto rico en compuestos odorantes procedentes del preparado se recogié en un vial de vidrio que se encontra-
ba en un bafio de hielo, para evitar la pérdida de compuestos muy volatiles. Este extracto se analizé por cromatografia
de gases-espectrometria de masas para caracterizar su perfil volatil en el que se determinaron potentes compuestos
odorantes. La duracién del proceso de desodorizacién fue de 120 minutos

Las preparaciones desodorizadas fueron presentadas para oler a 20 personas, que indicaron claramente la ausencia
de olor o una clara reduccidn del mismo en comparacion con las muestras control. Este hecho fue ademds corroborado
experimentalmente utilizando la técnica de microextraccion en fase sélida (SPME). Para ello 1 g del preparado deso-
dorizado se introdujo en viales especiales y se cerraron herméticamente con un tapén de Septum y se introdujeron en
un bafio a 50°C y se dejé en equilibrio 10 minutos. Los compuestos voldtiles liberados al espacio de cabeza se anali-
zaron con una fibra de SPME de Carboxen-Polidimetilsiloxano. La extraccion se realizé durante 40 minutos a 50°C.
El mismo procedimiento se realizé con la misma muestra control. La Fig. 2 muestra los cromatogramas obtenidos
en los que claramente se aprecia una reduccién y en algunos casos la ausencia total de muchos compuestos volatiles
odorantes.

Finalmente se simul6 el efecto de la desodorizacién en la liberacién de compuestos del aroma presentes en el
preparado de LSI desodorizado a vinos sintéticos. Se procedié al andlisis de los compuestos voldtiles tras la aplicacién
del preparado LSI desodorizado (400 mg) a un vino sintético (8 mL), formado por etanol 12% (v:v), 4 g/L de acido
tartdrico y al que se ajust el pH a 3.5 con NaOH. La mezcla se depositd en un vial que se introdujo en un bafio a 50°C
y que se dejo equilibrar por 10 minutos. Transcurrido este tiempo se procedi6 al andlisis de los voldtiles liberados al
espacio de cabeza mediante el empleo de la misma fibra de SPME descrita en el parrafo anterior. La fibra se expuso
al espacio de cabeza por 20 minutos. Transcurrido este tiempo la fibra se desorbié en el inyector del cromatégrafo de
gases y se procedié al andlisis de los compuestos volatiles extraidos y su deteccién por GC-MS. El proceso se repitié
con una muestra control (sin desodorizar). La comparacién de los perfiles volatiles de la muestra desodorizada y del
control se muestran en la Fig 3, en los que se puede comprobar claramente la reduccion e incluso en algunos casos la
desaparicion de la mayor parte de compuestos voldtiles en la preparacion de LSI desodorizada.
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La muestra desodorizada presenté un aspecto similar a la muestra desodorizada (Fig 4). Ademads se procedié a la
caracterizacion de las macromoléculas liberadas por la preparacién de LSI desodorizada a los vinos sintéticos (princi-
palmente compuestos nitrogenados y aztcares) y su comparacién con la misma preparacién control (sin desodorizar).
Ademds se comprobd como la desodorizacion con fluidos supercriticos en las condiciones descritas en el procedimien-
to al que se refiere la presente invencién no modifica significativamente la composicién macromolecular (compuestos
nitrogenados, polisacdridos) que es la principal responsable de los efectos deseados en los vinos.

Ejemplo 2

La muestra consisti6 en un preparado comercial en forma de polvo de LSI empleado habitualmente en vinificacion
como nutriente fermentativo, tanto para la elaboracién de vinos tintos como de vinos blancos. La muestra fue deposi-
tada en una bandeja formando una capa muy fina e inmediatamente congelada a -70°C. Se procedid posteriormente a
la molienda de la muestra mediante el empleo de un molinillo de bolas. Se aplicaron 5 ciclos de 3 minutos cada uno y
con una intensidad de 25 Hz.

En la celda de extraccion se introdujo 2 g de la muestra en forma de polvo triturada, 1 mL de etanol que actué como
cosolvente. La muestra se dispuso en la celda de igual forma que en el ejemplo anterior. El proceso de desodorizacién
se llevé a cabo en las mismas condiciones descritas en el ejemplo anterior. Tan s6lo el tiempo de extraccidn se aumento
hasta 150 minutos, ya que la carga odorante inicial de estas preparaciones era mayor que en el ejemplo anterior.

Tras la aplicacién del proceso se obtuvo un extracto aromadtico concentrado libre de solventes de gran intensidad
aromadtica y de agradable olor que fue descrito como a frutos secos tostados. Ademas se obtuvo el polvo del preparado
desaromatizado que presentaba una disminucién muy importante en su intensidad odorante y una apariencia idéntica
al original.

La preparacion desodorizada se afiadi6 a vinos sintéticos en las mismas condiciones descritas en el ejemplo anterior
para comprobar el efecto del procedimiento empleado en la liberacién de compuestos odorantes al vino. Para ello se
emplearon las condiciones experimentales descritas en el ejemplo anterior y el andlisis de los compuestos volatiles
se llevé igualmente a cabo por GC-MS. La comparacién de los perfiles voldtiles de la muestra desodorizada y del
control se muestran en la Fig 5, en la que se puede comprobar que el perfil cromatografico de la muestra desodorizada
presenta una importante reduccién o incluso la desapariciéon de muchos de los compuestos volétiles presentes en la
muestra original.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la desodorizacién de preparaciones de levadura seca inactiva (LSI) mediante el empleo de
CO, supercritico.

2. Procedimiento segtin la reivindicacién 1 que comprende las siguientes etapas:

a. Adicion de un cosolvente que se selecciona entre etanol y soluciones hidroalcohélicas con contenido de
etanol mayor al 80%, a una muestra de LSI

b. Calentar la mezcla obtenida en el paso a) a una temperatura de entre 50-80°C
c. Adicionar CO, con un caudal de 1 a 3 mL/min hasta conseguir una presién de entre 150-250 atm.
d. Continuar la extraccién de los compuestos voldtiles del paso c¢) durante un tiempo de entre 90 a 180
minutos.
3. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 donde la muestra de LSI ha sido sometida previa-

mente a un proceso de molienda criogénica.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde la cantidad de cosolvente a emplear varia
entre el 20 y 40% del peso de la muestra.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que ademds comprende una etapa de recogida del
extracto de compuestos voldtiles procedentes de la muestra de LSI.

6. Producto obtenible por el procedimiento segun la reivindicacion 5 que comprende el extracto de los compuestos
volétiles odorantes procedentes de la muestra de LSI tratada.

7. Uso del producto segin la reivindicaciéon 6 como agente aromatizante para distintos tipos de productos alimen-
tarios.
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Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

Sl
NO

Sl
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud:200930366

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 CA 1179546 Al (STUDIENGESELLSCHAFT KOHLE MBH ) 18.12.1984
D02 VALDERRAMA, J O et al.: "Extraction of Astaxantine

and Phycocyanine from Microalgae with Supercritical
Carbon Dioxide", J. Chem. Eng. Data (2003), vol. 48 (4),
pp.: 827-830, todo el documento.

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La solicitud reivindica un procedimiento para la desodorizacion de levaduras de uso enolégico basado en el empleo de CO;
en condiciones supercriticas. Asimismo, se reivindica el extracto aromatico obtenido, asi como su utilizacion como agente
aromatizante alimentario. Las condiciones de extraccion mediante CO, supercritico son de presion de entre 150-250
atmésferas y temperatura de entre 50-80° C. Se emplea etanol o soluciones hidroalcohdlicas de éste como cosolvente del
COs,.

D01 describe la extraccion mediante CO;, supercritico de sustancias aromaticas, responsables del sabor amargo, de
extractos de levadura de cerveza. No utilizan cosolvente y las condiciones ambientales son de presion entre 98-200 (hasta
250) atmdsferas y temperatura de entre 40-70° C (hasta 100° C).

D02 describe un procedimiento muy parecido al de la solicitud, en el que el material de partida son algas en lugar de
levaduras y los compuestos que se obtienen son distintos.

D01 representa el estado de la técnica mas cercano. El problema planteado tanto por la solicitud, como por D01 es el
mismo: eliminar sustancias arométicas indeseadas de un extracto de levadura. La forma de solucionarlo es similar en ambos
casos. Extraer mediante CO; en condiciones supercriticas. La diferencia entre el procedimiento de D01 y el de la solicitud es
que en DO1 no utilizan cosolvente y en la solicitud emplean etanol. Sin embargo, el experto en la materia conoce la practica
habitual de utilizar cosolventes en las extracciones con CO, en condiciones supercriticas y el etanol es uno de los mas
utilizados.

Por todo ello, se considera que las reivindicaciones 1 y 2 no cumplen el requisito de actividad inventiva. Sin embargo, el
resto de las reivindicaciones (3-7) si que lo cumplen.

Por otro lado, se considera que las reivindicaciones 1-7 cumplen el requisito de novedad.
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