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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para afectar al perfil de sabor y aroma de productos de consumo
Campo técnico

Esta invencion se refiere a productos alimenticios y mas particularmente, a productos alimenticios que incluyen un
anillo heterociclico altamente conjugado complejado a hierro tal como un cofactor hemo y dos o0 mas moléculas
precursoras de sabor.

Antecedentes

Los alimentos son cualquier sustancia que o bien ingiere o bien bebe cualquier animal, incluyendo seres humanos,
para nutricién o por placer. Habitualmente es de origen vegetal o animal, y puede contener nutrientes esenciales,
tales como hidratos de carbono, grasas, proteinas, vitaminas o minerales. La sustancia la ingiere un organismo y la
asimilan las células del organismo en un esfuerzo por producir energia, mantenerse con vida y estimular el
crecimiento.

Los alimentos normalmente tienen su origen en un organismo fotosintético, tal como una planta. Algunos alimentos
se obtienen directamente de plantas, pero incluso los animales que se usan como fuentes de alimentos se crian
alimentandolos con alimentos que se derivan normalmente de plantas.

En la mayoria de los casos, se fracciona la fuente de alimentos vegetal planta o animal para dar una variedad de
diferentes partes, dependiendo del propoésito de los alimentos. A menudo, determinadas partes de la planta, tales
como las semillas o los frutos, son méas apreciadas por los seres humanos que otras y estas se seleccionan para el
consumo humano, mientras que otras partes menos deseadas, tales como los tallos de hierbas, se usan
normalmente para alimentar a los animales.

Los sucedaneos de carne de base vegetal actuales han fracasado en gran medida a la hora de provocar un cambio
a una dieta vegetariana. Las composiciones de sucedaneo de carne normalmente son mezclas extruidas de
soja/cereales que fracasan en gran medida a la hora de reproducir la experiencia de cocinar y comer carne. Las
limitaciones habituales de los productos sucedaneos de carne de base vegetal son una textura y sensacion en boca
gue son mas homogéneas que las de productos céarnicos equivalentes. Ademas, como estos productos deben
venderse en gran medida precocinados, con sabores y aromas artificiales incorporados previamente, fracasan a la
hora de reproducir los aromas, sabores y otras caracteristicas clave, tales como textura y sensacién en boca,
asociadas con la carne cocinada o cocida. Como resultado, estos productos son atractivos principalmente para una
base limitada de consumidores que ya estd comprometida con el vegetarianismo/veganismo, pero que han
fracasado a la hora de resultar atractivos para el mayor segmento de consumidores acostumbrados a comer carne.
Resultaria util disponer de sucedaneos de carne de base vegetal mejorados que reproduzcan de mejor manera los
aromas y sabores de la carne, particularmente durante y/o después del cocinado.

El documento WO 2013/010042 da a conocer una composicién de sucedaneo de carne de base vegetal que
comprende proteina, en el que dicha composicion de sucedaneo de carne imita de manera exacta el gusto, la
textura o el color de un producto carnico derivado de fuentes animales.

El documento US 2009/0274817 da a conocer un mejorador del gusto con cuerpo que comprende un acido graso
altamente insaturado de cadena larga y/o un éster del mismo como componente principal y un componente de
aumento del gusto con cuerpo, que es a-tocoferol y/o un componente de hierro.

Calquins et al. (Meat Science 2007, vol. 77, n.° 1, paginas 63-80) describen un estudio de los factores que influyen
en el sabor de la carne.

Sumario
La presente invencién esta definida por el alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Se proporcionan en el presente documento métodos y composiciones para modular el perfil de sabor y/o aroma de
productos alimenticios de consumo, incluyendo productos alimenticios de base animal o no animal (por ejemplo,
vegetal), o0 mezclas de productos alimenticios de base animal y no animal. En algunas realizaciones, los métodos y
las composiciones son Utiles para modular el perfil de sabor y/o aroma de un producto alimenticio de consumo
durante y/o después del proceso de cocinado. En algunas realizaciones, los métodos y las composiciones se usan
para generar uno 0 mas compuestos quimicos que modulan el perfil de sabor y/o aroma del producto alimenticio de
consumo durante y/o después del proceso de cocinado.

Tal como se proporciona en el presente documento, y sin querer limitarse por la teoria, se cree que determinados

sabores y/o aromas a carne caracteristicos (por ejemplo, a carne de vacuno, a beicon, umami, sabrosos, a sangre, a
caldo, a salsa, metalicos, similares al caldo; véanse las tablas 2, 7 y 11), incluyendo uno 0 mas compuestos
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quimicos especificos asociados con los mismos (véanse las tablas 3, 8, 9, 12, 14, 16 6 17), se producen durante el
proceso de cocinado de un producto alimenticio de consumo mediante reaccion quimica de una o mas
composiciones o moléculas precursoras de sabor catalizada por la presencia de un anillo heterociclico altamente
conjugado complejado a un ion de hierro (por ejemplo, un resto hemo; o una porfirina; un porfirinégeno; una corrina;
un corrinoide; una clorina; una bacterioclorofila; una corfina; una clorofilina; una bacterioclorina; o un resto de
isobacterioclorina complejado a un ion de hierro). Tales restos heterociclicos altamente conjugados incluyen anillos
heterociclicos aromaticos que se componen de una o mas (2, 3 6 4 mas) subunidades de pirrol, similares a pirrol y/o
pirrolina. El anillo heterociclico altamente conjugado complejado a un ion de hierro se denomina en el presente
documento complejo de hierro. En algunos casos, el resto hemo puede ser un cofactor hemo tal como un resto
hemo unido a una proteina; un resto hemo unido a un polimero no proteico; un resto hemo unido a un soporte soélido;
0 un resto hemo encapsulado en un liposoma. En algunos casos, los sabores y/o aromas no se generan en ausencia
del complejo de hierro (por ejemplo, en ausencia de una clorina ferrosa) o no se generan en ausencia de un cofactor
hemo (por ejemplo, en ausencia de una proteina que contiene grupo hemo). Por consiguiente, tal como se describe
en el presente documento, los complejos de hierro tales como complejos de clorinirona aislados o cofactores hemo
(por ejemplo, proteinas que contienen grupo hemo) pueden usarse para generar sabores y/o aromas a carne en una
variedad de productos alimenticios, tal como durante el proceso de cocinado.

La combinaciéon de uno o méas complejos de hierro tales como un cofactor hemo (por ejemplo, una proteina que
contiene grupo hemo, incluyendo, por ejemplo una proteina con grupo hemo derivada de plantas tal como una
leghemoglobina (legH) vegetal), con una o mas composiciones o moléculas precursoras de sabor (véanse, por
ejemplo, la tabla 1 o la tabla 13) puede generar o proporcionar una gama de aromas y gustos sabrosos y a carne
(véanse, por ejemplo, las tablas 2, 7 y/o 11) en un producto alimenticio de consumo cocinado. Pueden afiadirse
composiciones o moléculas precursoras de sabor al producto alimenticio no cocinado en forma purificada y/o pueden
derivarse de ingredientes en el producto alimenticio no cocinado de consumo que contienen y/o estan enriquecidos
con uno o mas de las composiciones o precursores de sabor particulares, incluyendo, por ejemplo, extracto de
levadura, aceite vegetal, aceite de maiz, aceite de soja, aceite del fruto de la palma, aceite de palmiste, aceite de
cartamo, aceite de linaza, aceite de salvado de arroz, aceite de semilla de algodon, aceite de oliva, aceite de nabina,
aceite de girasol, aceite de coco, aceite de mango o un aceite de algas. El perfil de sabor y/o aroma resultante
puede modularse mediante el tipo y la concentracién de los precursores de sabor, el pH de la reaccion, la duracion
del cocinado, el tipo y la cantidad de complejo de hierro (por ejemplo, un cofactor hemo tal como una proteina que
contiene grupo hemo), la temperatura de la reaccion, y la cantidad de actividad de agua en el producto, entre otros
factores.

Pueden afiadirse una o mas composiciones o moléculas precursoras de sabor junto con un complejo de hierro (por
ejemplo, clorofilina ferrosa o un cofactor hemo tal como una proteina que contiene grupo hemo), a un producto
alimenticio no cocinado, antes de y/o durante el proceso de cocinado, para proporcionar al producto alimenticio de
consumo cocinado un gusto y olor a carne particulares, por ejemplo, el gusto y el olor de la carne de vacuno, beicon,
carne de cerdo, carne de cordero o carne de pollo. Los productos alimenticios de consumo pueden ser productos
alimenticios de base animal o no animal (por ejemplo, vegetal), o combinaciones de un producto alimenticio de base
animal y uno de base no animal. Por ejemplo, una hamburguesa vegetariana de base vegetal o una hamburguesa
de base animal, tal como una hamburguesa de carne de pollo, puede modificarse con las composiciones y los
métodos de la presente divulgacion para dar como resultado una hamburguesa que tiene un perfil de sabor y/o
aroma cocinado que es mas similar al de la carne, por ejemplo, similar a la carne de vacuno, similar a la carne de
cordero, similar a la carne de cerdo, similar a la carne de pavo, similar a la carne de pato, similar a la carne de
ciervo, similar a la carne de yak, similar a la carne de bisonte u otro sabor a carne deseable.

Los productos alimenticios para su uso en la presente divulgacion incluyen los que tienen un complejo de hierro (por
ejemplo, un cofactor hemo tal como una proteina que contiene grupo hemo), y una o mas moléculas precursoras de
sabor incluidos en el mismo. El complejo de hierro tal como un cofactor hemo (por ejemplo, una proteina que
contiene grupo hemo) y la una 0 mas moléculas precursoras de sabor pueden incluirse de manera homogénea o de
manera heterogénea en los productos alimenticios. Una proteina con grupo hemo puede aislarse y purificarse antes
de la inclusién en el producto alimenticio. Los ejemplos no limitativos de productos alimenticios de consumo que
pueden incluir un complejo de hierro tal como un cofactor hemo (por ejemplo, una proteina que contiene grupo
hemo) y una 0 mas moléculas precursoras de sabor incluyen productos alimenticios de base animal o no animal (por
ejemplo, de base vegetal), 0 combinaciones de productos alimenticios de base animal y no animal, en forma de
perritos calientes, hamburguesas, carne picada, salchichas, bistecs, filetes, asados, pechugas, muslos, alitas,
albéndigas, pastel de carne, beicon, tiras, palitos (fingers), pepitas (nuggets), chuletas o dados.

Los productos alimenticios de consumo para su uso en la presente divulgacién pueden ser composiciones de aditivo
de sabor, por ejemplo, para la adicion a otro producto alimenticio de consumo antes de, durante o después de su
proceso de cocinado. Una composicion de aditivo de sabor puede incluir un complejo de hierro tal como un cofactor
hemo (por ejemplo, una proteina que contiene grupo hemo), y uno o mas precursores de sabor.

Una composicion de aditivo de sabor puede incluir una proteina con grupo hemo, por ejemplo, una proteina con

grupo hemo aislada y purificada; una composicion de aditivo de sabor de este tipo puede usarse para modular el
perfil de sabor y/o aroma de un producto alimenticio de consumo que comprende una 0 mas composiciones o
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moléculas precursoras de sabor. Una composicion de aditivo de sabor pueden incluir una 0 mas composiciones o
moléculas precursoras de sabor; una composicién de aditivo de sabor de este tipo puede usarse para modular el
perfil de sabor y/o aroma de un producto alimenticio de consumo que comprende la proteina con grupo hemo, por
ejemplo, una proteina con grupo hemo aislada y purificada.

Una composicién de aditivo de sabor puede estar en forma de, pero no limitarse a, bases de estofado o sopa, caldo,
por ejemplo, en polvo o dados, sobres de saborizante o sobres de condimento o sobres para agitar. Tales
composiciones de aditivo de sabor pueden usarse para modular el perfil de sabor y/o aroma para una variedad de
productos alimenticios de consumo, y pueden afiadirse a un producto alimenticio de consumo antes de, durante o
después del cocinado del producto alimenticio de consumo.

En algunos casos, una composicién de aditivo de sabor tal como una que incluye un complejo de hierro (por
ejemplo, clorina ferrosa o una proteina con grupo hemo) y uno o mas precursores de sabor pueden hacerse
reaccionar (por ejemplo, in vitro) con calentamiento para generar un perfil de sabor y/o aroma particular de interés y
la mezcla producto resultante puede afadirse al producto alimenticio de consumo de interés, que luego puede
ingerirse tal cual o puede modificarse adicionalmente, por ejemplo, mediante cocinado adicional. En algunos casos,
puede retirarse el complejo de hierro de la mezcla producto resultante antes de afiadir la mezcla producto al
producto alimenticio de consumo de interés. Por ejemplo, puede retirarse el complejo de hierro de la mezcla
producto usando técnicas cromatograficas tales como cromatografia en columna, por ejemplo, una columna que
contiene clorina de hierro o grupo hemo.

En algunos casos, el complejo de hierro tal como un cofactor hemo, por ejemplo, una proteina con grupo hemo, y la
una o mas composiciones de aditivo de sabor precursoras de sabor pueden estar libres de soja, libres de trigo, libres
de levadura, libres de MSG vy libres de productos de la hidrélisis de proteinas, y pueden tener un gusto a carne,
altamente sabroso y sin olores o sabores desagradables.

Este documento describe un producto alimenticio que incluye un complejo de hierro tal como un resto hemo o una
porfirina, un porfirindgeno, una corrina, un corrinoide, una clorina, una bacterioclorofila, una corfina, una clorofilina,
una bacterioclorina o un resto de isobacterioclorina complejado a un ion de hierro y una o mas moléculas
precursoras de sabor seleccionadas del grupo que consiste en glucosa, fructosa, ribosa, arabinosa, glucosa-6-
fosfato, fructosa-6-fosfato, fructosa-1,6-difosfato, inositol, maltosa, sacarosa, maltodextrina, glucdégeno, azlcares
unidos a nucleétidos, melaza, un fosfolipido, una lecitina, inosina, inosina monofosfato (IMP), guanosina monofosfato
(GMP), pirazina, adenosina monofosfato (AMP), &cido lactico, acido succinico, acido glicélico, tiamina, creatina,
pirofosfato, aceite vegetal, aceite de algas, aceite de maiz, aceite de soja, aceite del fruto de la palma, aceite de
palmiste, aceite de cartamo, aceite de linaza, aceite de salvado de arroz, aceite de semilla de algodén, aceite de
girasol, aceite de nabina, aceite de oliva, un &cido graso libre, cisteina, metionina, isoleucina, leucina, lisina,
fenilalanina, treonina, triptéfano, valina, arginina, histidina, alanina, asparagina, aspartato, glutamato, glutamina,
glicina, prolina, serina, tirosina, glutation, un derivado de aminoécido, un hidrolizado de proteina, un extracto de
malta, un extracto de levadura y una peptona. El resto hemo puede ser una proteina que contiene grupo hemo, un
resto hemo unido a un polimero no peptidico; o un resto hemo unido a un soporte sélido. La proteina que contiene
grupo hemo puede ser una proteina que contiene grupo hemo vegetal, de mamifero, de una levadura o un hongo
filamentoso o bacteriana. El producto alimenticio puede incluir de dos a cien, de dos a cincuenta precursores de
sabor, de dos a cuarenta precursores de sabor, de dos a treinta y cinco precursores de sabor, de dos a diez
precursores de sabor, 0 de dos a seis precursores de sabor. En algunos casos, la una 0 mas moléculas precursoras
de sabor se seleccionan del grupo que consiste en glucosa, ribosa, cisteina, un derivado de cisteina, tiamina,
alanina, metionina, lisina, un derivado de lisina, acido glutamico, un derivado de acido glutamico, IMP, GMP, acido
lactico, maltodextrina, creatina, alanina, arginina, asparagina, aspartato, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina,
isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina, treonina, triptéfano, tirosina, valina, acido linoleico, y mezclas de
los mismos. La proteina que contiene grupo hemo puede ser una hemoglobina o una leghemoglobina no simbidtica
(por ejemplo, una leghemoglobina vegetal tal como una de soja, alfalfa, altramuz, guisante, caupi o altramuz azul).
La proteina que contiene grupo hemo puede incluir una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de
secuencia de al menos el 80% con un polipéptido expuesto en SEQ ID NO:1-26. La proteina que contiene grupo
hemo puede aislarse y purificarse. El producto alimenticio puede incluir ademas un aceite de calidad alimentaria, un
agente de condimento, un agente saborizante, una proteina, un concentrado de proteina, un emulsionante, un
agente gelificante o una fibra. El producto alimenticio puede ser un sucedaneo de carne, una base de sopa, base de
estofado, apetitivo, caldo en polvo, cubito de caldo, un sobre de saborizante o un producto alimenticio congelado.
Cualquiera de los productos alimenticios puede estar libre de productos animales. El producto alimenticio puede
sellarse dentro de un sobre o sobre para agitar.

En un aspecto, la invencién se refiere a un sucedaneo de carne que comprende
a) una proteina que contiene grupo hemo; y
b) al menos dos moléculas precursoras de sabor seleccionadas del grupo que consiste en glucosa, fructosa, ribosa,

arabinosa, glucosa-6-fosfato, fructosa-6-fosfato, fructosa-1,6-difosfato, maltosa, galactosa, lactosa, xilosa, sacarosa,
maltodextrina, tiamina, cisteina, cistina, un sulféxido de cisteina, alicina, selenocisteina, metionina, isoleucina,
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leucina, lisina, fenilalanina, treonina, triptéfano, 5-hidroxitriptéfano, valina, arginina, histidina, alanina, asparagina,
aspartato, glutamato, glutamina, glicina, prolina, serina y tirosina;

en el que se proporciona un gusto y olor a carne al sucedaneo de carne durante el proceso de cocinado.

Este documento también describe un método para producir un compuesto con sabor. El método puede incluir
combinar un complejo de hierro (por ejemplo, un resto hemo, una porfirina, un porfirinégeno, una corrina, un
corrinoide, una clorina, una bacterioclorofila, una corfina, una clorofilina, una bacterioclorina o una isobacterioclorina
complejada a hierro) y una o mas moléculas precursoras de sabor para formar una mezcla, seleccionandose la una
0 mas moléculas precursoras de sabor del grupo que consiste en glucosa, fructosa, arabinosa, ribosa, glucosa-6-
fosfato, fructosa-6-fosfato, fructosa-1,6-difosfato, inositol, maltosa, sacarosa, maltodextrina, glucégeno, azlcares
unidos a nucleétidos, melaza, un fosfolipido, una lecitina, inosina, inosina monofosfato (IMP), guanosina monofosfato
(GMP), pirazina, adenosina monofosfato (AMP), acido lactico, acido succinico, acido glicélico, tiamina, creatina,
pirofosfato, aceite vegetal, aceite de algas, aceite de maiz, aceite de soja, aceite del fruto de la palma, aceite de
palmiste, aceite de cartamo, aceite de linaza, aceite de salvado de arroz, aceite de semilla de algodén, aceite de
nabina, aceite de oliva, aceite de girasol, aceite de linaza, aceite de coco, aceite de mango, un acido graso libre,
cisteina, metionina, isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, treonina, triptéfano, valina, arginina, histidina, alanina,
asparagina, aspartato, glutamato, glutamina, glicina, prolina, serina, tirosina, glutation, un derivado de aminoécido,
un hidrolizado de proteina, un extracto de malta, un extracto de levadura, y una peptona; y calentar la mezcla para
formar uno o mas compuestos con sabor seleccionados del grupo que consiste en fenilacetaldehido, 1-octen-3-ona,
2-n-heptilfurano, 2-tiofenocarboxaldehido, 3-tiofenocarboxaldehido, butirolactona, 2-undecenal, metil-pirazina,
furfural, 2-decanona, pirrol, 1-octen-3-ol, 2-acetiltiazol, (E)-2-octenal, decanal, benzaldehido, (E)-2-nonenal, pirazina,
1-hexanol, 1-heptanol, trisulfuro de dimetilo, 2-nonanona, 2-pentanona, 2-heptanona, 2,3-butanodiona, heptanal,
nonanal, 2-octanona, 1l-octanol, 3-etilciclopentanona, 3-octen-2-ona, (E,E)-2,4-heptadienal, (Z)-2-etilheptenal, 6-
metil-2-heptanona, (Z2)-4-heptenal, (E,Z)-2,6-nonadienal, 3-metil-2-butenal, 2-pentil-furano, tiazol, (E,E)-2,4-
decadiena, acido hexanoico, 1-etil-5-metilciclopenteno, (E,E)-2,4-nonadienal, (Z)-2-decenal, dihidro-5-pentil-etil-
2(3H)-furanona, trans-3-nonen-2-ona, (E,E)-3,5-octadien-2-ona, (Z)-2-octen-1-ol, 5-etildihidro-2(3H)-furanona, 2-
etilbutenal, 1-penten-3-ol, (E)-2-hexenal, éster heptilico del acido férmico, 2-pentil-tiofeno, (Z)-2-nonenal, 2-hexil-
tiofeno, (E)-2-decenal, 2-etil-5-metil-pirazina, 3-etil-2,5-dimetil-pirazina, 2-etil-1-hexanol, tiofeno, 2-metil-furano,
piridina, butanal, 2-etil-furano, 3-metil-butanal, triclorometano, 2-metil-butanal, metacroleina, 2-metil-propanal,
propanal, acetaldehido, 2-propil-furano, dihidro-5-propil-2(3H)-etilfuranona, 1,3-hexadieno, 4-decino, pentanal, 1-
propanol, acido heptanoico, trimetil-etanotiol, 1-butanol, 1-penten-3-ona, sulfuro de dimetilo, 2-etil-furano, 2-pentil-
tiofeno, 2-propenal, 2-tridecen-1-ol, 4-octeno, 2-metil-tiazol, metil-pirazina, 2-butanona, 2-pentil-furano, 2-
metilpropanal, butirolactona, 3-metil-butanal, metil-tirano, 2-hexil-furano, butanal, 2-metil-butanal, 2-metil-furano,
furano, octanal, 2-heptenal, 1-octeno, éster heptilico del acido formico, 3-pentil-furano y 4-penten-2-ona. El resto
hemo puede ser una proteina que contiene grupo hemo, un resto hemo unido a un polimero no peptidico; o un resto
hemo unido a un soporte solido. EI método puede incluir combinar cisteina, ribosa, acido lactico, lisina y/o tiamina
con la proteina que contiene grupo hemo.

Este documento también describe un método para producir un compuesto con sabor. El método incluye combinar un
complejo de hierro, tal como una proteina que contiene grupo hemo, y una o mas moléculas precursoras de sabor
para formar una mezcla, seleccionandose la una o mas moléculas precursoras de sabor del grupo que consiste en
glucosa, fructosa, ribosa, arabinosa, glucosa-6-fosfato, fructosa-6-fosfato, fructosa-1,6-difosfato, inositol, maltosa,
sacarosa, maltodextrina, glucégeno, azucares unidos a nucleétidos, melaza, un fosfolipido, una lecitina, inosina,
IMP, GMP, pirazina, AMP, acido lactico, acido succinico, acido glicélico, tiamina, creatina, pirofosfato, aceite vegetal,
aceite de algas, aceite de maiz, aceite de soja, aceite del fruto de la palma, aceite de palmiste, aceite de cartamo,
aceite de linaza, aceite de salvado de arroz, aceite de semilla de algodon, aceite de oliva, aceite de girasol, aceite de
nabina, aceite de linaza, aceite de coco, aceite de mango, un acido graso libre, metionina, cisteina, isoleucina,
leucina, lisina, fenilalanina, treonina, triptéfano, valina, arginina, histidina, alanina, asparagina, aspartato, glutamato,
glutamina, glicina, prolina, serina, tirosina, glutation, un derivado de aminoécido, un hidrolizado de proteina, un
extracto de malta, un extracto de levadura, y una peptona; y calentar la mezcla para formar uno o0 mas compuestos
con sabor expuestos en las tablas 3, 8 6 9. Por ejemplo, los precursores de sabor pueden incluir cisteina, un azicar,
y uno 0 mas de otros precursores.

Este documento también describe un método para conferir un sabor similar al de la carne (por ejemplo, similar a la
carne de vacuno, similar a la carne de pollo, similar a la carne de cerdo, similar a la carne de cordero, similar a la
carne de pavo, similar a la carne de pato, similar a la carne de ciervo o similar a la carne de bisonte) a un producto
alimenticio. EI método incluye poner en contacto el producto alimenticio con una composicién saborizante, la
composicion saborizante que comprende i) un complejo de hierro, tal como un resto hemo (por ejemplo, una
proteina que contiene grupo hemo); y ii) una o mas moléculas precursoras de sabor seleccionadas del grupo que
consiste en glucosa, fructosa, ribosa, arabinosa, glucosa-6-fosfato, fructosa-6-fosfato, fructosa-1,6-difosfato, inositol,
maltosa, sacarosa, maltodextrina, glucégeno, azucares unidos a nucledétidos, melaza, un fosfolipido, una lecitina,
inosina, IMP, GMP, pirazina, AMP, acido lactico, acido succinico, acido glicélico, tiamina, creatina, pirofosfato, aceite
vegetal, aceite de algas, aceite de maiz, aceite de soja, aceite del fruto de la palma, aceite de palmiste, aceite de
cartamo, aceite de linaza, aceite de salvado de arroz, aceite de semilla de algoddn, aceite de oliva, aceite de girasol,
aceite de nabina, aceite de linaza, aceite de coco, aceite de mango, un acido graso libre, cisteina, metionina,
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isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, treonina, triptéfano, valina, arginina, histidina, alanina, asparagina, aspartato,
glutamato, glutamina, glicina, prolina, serina, tirosina, glutation, un derivado de aminoacido, un hidrolizado de
proteina, un extracto de malta, un extracto de levadura, y una peptona; en el que después de calentar
conjuntamente el producto alimenticio y la composicién saborizante, se confiere un sabor similar al de la carne (por
ejemplo, similar a la carne de vacuno, similar a la carne de pollo, similar a la carne de cerdo, similar a la carne de
cordero, similar a la carne de pavo, similar a la carne de pato, similar a la carne de ciervo o similar a la carne de
bisonte) al producto alimenticio. En algunos casos, se retira el complejo de hierro del producto alimenticio. La
composicion saborizante puede incluir ademas un agente de condimento, un agente saborizante, una proteina, un
concentrado de proteina o un emulsionante. La composiciéon saborizante puede sellarse dentro de un sobre o sobre
para agitar.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para conferir un sabor similar a carne de vacuno a un
sucedaneo de carne que comprende poner en contacto dicho sucedaneo de carne con una composicion
saborizante, comprendiendo dicha composicién saborizante: i) una proteina que contiene grupo hemo; y ii) al menos
dos moléculas precursoras de sabor seleccionadas del grupo que consiste en glucosa, fructosa, ribosa, arabinosa,
glucosa-6-fosfato, fructosa-6-fosfato, fructosa-1,6-difosfato, maltosa, galactosa, lactosa, xilosa, sacarosa,
maltodextrina, tiamina, cisteina, cistina, un sulféxido de cisteina, alicina, selenocisteina, metionina, isoleucina,
leucina, lisina, fenilalanina, treonina, triptéfano, 5-hidroxitriptéfano, valina, arginina, histidina, alanina, asparagina,
aspartato, glutamato, glutamina, glicina, prolina, serina, tirosina; en el que después de calentar conjuntamente dicho
sucedaneo de carne y dicha composicion saborizante, se confiere un sabor similar a carne de vacuno a dicho
sucedéneo de carne.

Este documento también describe un método de preparacion de un producto alimenticio. EI método incluye combinar
una proteina que contiene grupo hemo aislada y una o mas moléculas precursoras de sabor para formar una
mezcla, seleccionandose la una o mas moléculas precursoras de sabor del grupo que consiste en glucosa, fructosa,
ribosa, arabinosa, glucosa-6-fosfato, fructosa-6-etilfosfato, fructosa-1,6-difosfato, inositol, maltosa, sacarosa,
maltodextrina, glucégeno, azucares unidos a nuclettidos, melaza, un fosfolipido, una lecitina, inosina, IMP, GMP,
pirazina, AMP, &cido lactico, acido succinico, &cido glicdlico, tiamina, creatina, pirofosfato, aceite de girasol, aceite
de coco, aceite de nabina, aceite de linaza, aceite de mango, un &cido graso libre, cisteina, metionina, isoleucina,
leucina, lisina, fenilalanina, treonina, triptéfano, valina, arginina, histidina, alanina, asparagina, aspartato, glutamato,
glutamina, glicina, prolina, serina, tirosina, glutatiéon, un derivado de aminoécido, un hidrolizado de proteina, un
extracto de malta, un extracto de levadura, y una peptona; y calentar la mezcla.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que entiende habitualmente un experto habitual en la técnica a la que se refiere esta
invencién. Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente
documento para poner en préactica la invencién, se describen a continuacion métodos y materiales adecuados. En
caso de conflicto, prevalecera la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones.

Se exponen los detalles de una o mas realizaciones de la invencidon en los dibujos adjuntos y la siguiente
descripcion. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de la descripcion y
los dibujos, y de las reivindicaciones. El término “que comprende” en las reivindicaciones puede reemplazarse por
“que consiste esencialmente en” o por “que consiste en”, segun la practica convencional en la legislacién de
patentes.

Descripcion de los dibujos
La figura 1 contiene secuencias de aminoacidos de proteinas que contienen grupo hemo a modo de ejemplo.

La figura 2 es un gréafico de barras de la clasificacion del grado de sabor a carne de vacuno del sustituto de carne
con o sin Magic Mix, ambas muestras por triplicado con el 1% p/v de proteina LegH. Los degustadores clasifican el
grado de sabor a carne de vacuno en una escala de 1-7, siendo 1 que no parece carne de vacuno en absoluto y
siendo 7 que parece exactamente igual que carne picada de vacuno.

Descripcion detallada

Este documento se basa en métodos y materiales para modular el perfil de gusto y/o aroma de productos
alimenticios. Tal como se describe en el presente documento, pueden usarse composiciones que contienen uno o
mas precursores de sabor y uno o mas anillos heterociclicos altamente conjugados complejados a hierro
(denominado en el presente documento complejo de hierro) para modular el perfil de gusto y/o aroma de productos
alimenticios. Tales complejos de hierro incluyen restos hemo u otros anillos heterociclicos altamente conjugados
complejados a un ion de hierro (denominado complejo de hierro). “Hemo” se refiere a un grupo prostético unido a
hierro (Fe2+ o] Fe3+) en el centro de un anillo de porfirina. Por tanto, un complejo de hierro puede ser un resto hemo o
una porfirina, un porfirindégeno, una corrina, un corrinoide, una clorina, bacterioclorofila, corfina, clorofilina,
bacterioclorina o un resto de isobacterioclorina complejado a un ion de hierro. El resto hemo que puede usarse para
modular el perfil de gusto y/o aroma de productos alimenticios puede ser un cofactor hemo tal como una proteina
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que contiene grupo hemo; un resto hemo unido a un polimero no peptidico u otra macromolécula tal como un
liposoma, un polietilenglicol, un hidrato de carbono, un polisacarido, una ciclodextrina, una polietilenimina, un
poliacrilato, o derivados de los mismos; un sideréforo (es decir, un compuesto quelante de hierro); o un resto hemo
unido a un soporte sélido (por ejemplo, perlas) que se compone de una resina para cromatografia, celulosa, grafito,
carbon vegetal o tierra de diatomeas.

En algunos casos, los complejos de hierro catalizan algunas reacciones y producen precursores de sabor sin
calentamiento o cocinado. En algunos casos, el complejo de hierro se desestabiliza tras calentamiento o cocinado y
libera el hierro, por ejemplo, se desnaturaliza la proteina, de modo que pueden generarse precursores de sabor.

Los precursores de sabor adecuados incluyen azlcares, alcoholes de azlcar, derivados de azUcar, aceites (por
ejemplo, aceites vegetales), acidos grasos libres, alfa-hidroxiacidos, acidos dicarboxilicos, aminoacidos y derivados
de los mismos, nucleosidos, nucleétidos, vitaminas, péptidos, hidrolizados de proteina, extractos, fosfolipidos,
lecitina y moléculas organicas. Se proporcionan ejemplos no limitativos de tales precursores de sabor en la tabla 1.
TABLA 1

Moléculas precursoras de sabor

Azlcares, alcoholes de azucar, azlcar acidos, y derivados de azucar: glucosa, fructosa, ribosa, sacarosa,
arabinosa, glucosa-6-fosfato, fructosa-6-fosfato, fructosa-1,6-difosfato, inositol, maltosa, melaza,
maltodextrina, glucdgeno, galactosa, lactosa, ribitol, &cido glucénico y acido glucurdnico, amilosa,
amilopectina o xilosa

Aceites: aceite de coco, aceite de mango, aceite de girasol, aceite de semilla de algodon, aceite de
cartamo, aceite de salvado de arroz, manteca de cacao, aceite del fruto de la palma, aceite de palma,
aceite de soja, aceite de nabina, aceite de maiz, aceite de sésamo, aceite de nuez, linaza, aceite de jojoba,
ricino, aceite de pepita de uva, aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de algas, aceite de bacterias u
hongos

Acidos grasos libres: acido caprilico, acido caprico, acido laurico, acido miristico, acido palmitico, acido
palmitoleico, esteérico, acido oleico, acido linoleico, acido alfa-linolénico, acido gamma-linolénico, acido
araquidico, &cido araquidonico, acido behénico o acido erdcico

Aminoécidos y derivados de los mismos: cisteina, cistina, un sulfoxido de cisteina, alicina, selenocisteina,
metionina, isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, treonina, triptéfano, 5-hidroxitriptéfano, valina, arginina,
histidina, alanina, asparagina, aspartato, glutamato, glutamina, glicina, prolina, serina o tirosina
Nucleésidos y Nucledtidos: inosina , inosina monofosfato (IMP), guanosina, guanésido monofosfato (GMP),
adenosina, adenosina monofosfato (AMP)

Vitaminas: tiamina, vitamina C, vitamina D, vitamina B6 o vitamina E

Varios: fosfolipido, lecitina, pirazina, creatina, pirofosfato

Acidos: acido acético, alfa-hidroxiacidos tales como éacido lactico o &cido glicélico, acidos tricarboxilicos
tales como acido citrico, &cidos dicarboxilicos tales como &cido succinico o acido tartarico

Péptidos e hidrolizados de proteina: glutation, hidrolizados de proteina vegetal, hidrolizados de proteina de
soja, hidrolizados de proteina de levadura, hidrolizados de proteina de alga, hidrolizados de proteina de
carne

Extractos: un extracto de malta, un extracto de levadura, y una peptona

En algunos casos, se usan un precursor de sabor o combinaciones de dos a cien precursores de sabor, de dos a
noventa, de dos a ochenta, de dos a setenta, de dos a sesenta o de dos a cincuenta precursores de sabor. Por
ejemplo, pueden usarse combinaciones de dos a cuarenta precursores de sabor, de dos a treinta y cinco
precursores de sabor, de dos a diez precursores de sabor, o de dos a seis precursores de sabor con el uno o mas
complejos de hierro (por ejemplo, cofactores hemo tales como una proteina que contiene grupo hemo). Por ejemplo,
el uno o mas precursores de sabor pueden ser glucosa, ribosa, cisteina, un derivado de cisteina, tiamina, lisina, un
derivado de lisina, acido glutdmico, un derivado de &cido glutamico, alanina, metionina, IMP, GMP, &cido lactico, y
mezclas de los mismos (por ejemplo, glucosa y cisteina; cisteina y ribosa; cisteina, glucosa o ribosa, y tiamina,;
cisteina, glucosa o ribosa, IMP y GMP; cisteina, glucosa o ribosa, y acido lactico). Por ejemplo, el uno o mas
precursores de sabor pueden ser alanina, arginina, asparagina, aspartato, cisteina, acido glutamico, glutamina,
glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, treonina, triptéfano, tirosina, valina,
glucosa, ribosa, maltodextrina, tiamina, IMP, GMP, acido lactico y creatina.

Tal como se usa en el presente documento, el término “proteina que contiene grupo hemo” puede usarse
indistintamente con “polipéptido que contiene grupo hemo” o “proteina con grupo hemo” o “polipéptido con grupo
hemo” e incluye cualquier polipéptido que puede unirse de manera covalente o no covalente a un resto hemo. En
algunas realizaciones, el polipéptido que contiene grupo hemo es una globina y puede incluir un plegamiento de
globina, que comprende una serie de siete a nueve hélices alfa. Las proteinas de tipo globina pueden ser de
cualquier clase (por ejemplo, clase I, clase Il o clase lll), y en algunas realizaciones, pueden transportar o almacenar
oxigeno. Por ejemplo, una proteina que contiene grupo hemo puede ser un tipo no simbiético de hemoglobina o una
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leghemoglobina. Un polipéptido que contiene grupo hemo puede ser un monémero, es decir, una Unica cadena de
polipéptido, o puede ser un dimero, un trimero, tetramero y/u oligémeros de orden superior. La vida del estado de
Fe®* oxigenado de una proteina que contiene grupo hemo puede ser similar a la de mioglobina o puede superarla en
el 10%, el 20%, el 30% el 50%, el 100% o mas en condiciones en las que el producto de consumo que contiene
proteina con grupo hemo se fabrica, almacena, manipula o prepara para el consumo. La vida del estado de Fe?* no
oxigenado de una proteina que contiene grupo hemo puede ser similar a la de mioglobina o puede superarla en el
10%, el 20%, el 30%, el 50%, el 100% o mas en condiciones en las que el producto de consumo que contiene
proteina con grupo hemo se fabrica, almacena, manipula o prepara para el consumo

Los ejemplos no limitativos de polipéptidos que contienen grupo hemo pueden incluir una androglobina, una
citoglobina, una globina E, una globina X, una globina y, una hemoglobina, una mioglobina, una eritrocruorina, una
beta-hemoglobina, una alfa-hemoglobina, una protoglobina, una cianoglobina, una citoglobina, una histoglobina, una
neuroglobina, una clorocruorina, una hemoglobina truncada (por ejemplo, HbN o HbO), una globina truncada 2/2,
una hemoglobina 3 (por ejemplo, GIb3), un citocromo o una peroxidasa.

Las proteinas que contienen grupo hemo que pueden usarse en las composiciones y los productos alimenticios
descritos en el presente documento pueden proceder de mamiferos (por ejemplo, animales de granja tales como
vacas, cabras, ovejas, cerdos, bueyes o conejos), aves, plantas, algas, hongos (por ejemplo, levaduras u hongos
filamentosos), ciliados o bacterias. Por ejemplo, una proteina que contiene grupo hemo puede proceder de un
mamifero tal como un animal de granja (por ejemplo, una vaca, cabra, oveja, un cerdo, buey o conejo) o un ave tal
como un pavo o pollo. Las proteinas que contienen grupo hemo pueden proceder de una planta tal como Nicotiana
tabacum o Nicotiana silvestris (tabaco); Zea mays (maiz), Arabidopsis thaliana, una legumbre tal como Glycine max
(soja), Cicer arietinum (garbanzo o chicharo), Pisum sativum (guisante) variedades tales como guisantes de huerta o
tirabeques, Phaseolus vulgaris variedades de judias comunes tales como judias verdes, frijoles negros, judias
blancas, frijoles blancos o judias pintas, variedades de Vigna unguiculata (caupis), Vigna radiata (frijoles mung),
Altramuzus albus (altramuz) o Medicago sativa (alfalfa); Brassica napus (nabina); Triticum sps. (trigo, incluyendo
granos de trigo y espelta); Gossypium hirsutum (algoddn); Oryza sativa (arroz); Zizania sps. (arroz salvaje);
Helianthus annuus (girasol); Beta vulgaris (remolacha azucarera); Pennisetum glaucum (mijo perla); Chenopodium
sp. (quinoa); Sesamum sp. (sésamo); Linum usitatissimum (lino); o Hordeum vulgare (cebada). Pueden aislarse
proteinas que contienen grupo hemo de hongos tales como Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris,
Magnaporthe oryzae, Fusarium graminearum, Aspergillus oryzae, Trichoderma reesei, Myceliopthera thermophile,
Kluyvera lactis o Fusarium oxisporum. Pueden aislarse proteinas que contienen grupo hemo de bacterias tales como
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Synechocistis sp., Aquifex aeolicus,
Methylacidiphilum infernorum o bacterias termdfilas tales como Thermophilus. Se conocen las secuencias y la
estructura de numerosas proteinas que contienen grupo hemo. Véanse, por ejemplo, Reedy, et al., Nucleic Acids
Research, 2008, vol. 36, Database issue D307-D313 y la Base de datos sobre proteinas con grupo hemo disponible
en la web en http://hemeprotein.info/heme.php.

Por ejemplo, una hemoglobina no simbiética puede proceder de una planta seleccionada del grupo que consiste en
soja, soja germinada, alfalfa, lino dorado, frijol negro, judia de careta, frijol blanco, garbanzo, judia mung, caupies,
judias pintas, guisantes de vaina, quinoa, sésamo, girasol, granos de trigo, espelta, cebada, arroz salvaje o arroz.

Cualquiera de las proteinas que contienen grupo hemo descritas en el presente documento que pueden usarse para
producir productos alimenticios puede tener una identidad de secuencia de al menos el 70% (por ejemplo, al menos
el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100%) con la secuencia de aminoacidos de la
proteina que contiene grupo hemo de tipo natural correspondiente o fragmentos de la misma que contienen un
motivo de unién a grupo hemo. Por ejemplo, una proteina que contiene grupo hemo puede tener una identidad de
secuencia de al menos el 70% con una secuencia de aminoacidos expuesta en la figura 1, incluyendo una
hemoglobina no simbidtica tal como la procedente de Vigna radiata (SEQ ID NO:1), Hordeum vulgare (SEQ ID
NO:5), Zea mays (SEQ ID NO:13 Oryza sativa subsp. japonica (arroz) (SEQ ID NO:14) o Arabidopsis thaliana (SEQ
ID NO:15), una globina de la puerta del infierno | tal como la procedente de Methylacidiphilum infernorum (SEQ ID
NO:2), una flavohemoproteina tal como la procedente de Aquifex aeolicus (SEQ ID NO:3), una leghemoglobina tal
como la procedente de Glycine max (SEQ ID NO:4), Pisum sativum (SEQ ID NO:16) o Vigna unguiculata (SEQ ID
NO:17), una peroxidasa dependiente de grupo hemo tal como de Maghaporthe oryzae, (SEQ ID NO:6) o Fusarium
oxisporum (SEQ ID NO:7), una citocromo ¢ peroxidasa de Fusarium graminearum (SEQ ID NO:8), una hemoglobina
truncada de Chlamydomonas moewusii (SEQ ID NO:9), Tetrahymeha piriformis (SEQ ID NO:10, grupo | truncado),
Paramecium caudatum (SEQ ID NO:11, grupo | truncado), una hemoglobina de Aspergillus niger (SEQ ID NO:12) o
una proteina mioglobina de mamifero tal como la mioglobina de Bos taurus (SEQ ID NO:18), mioglobina de Sus
scrofa (SEQ ID NO:19), mioglobina de Equus caballus (SEQ ID NO:20), una proteina con grupo hemo de Nicotiana
benthamiana (SEQ ID NO:21), Bacillus subtilis (SEQ ID NO:22), Corynebacterium glutamicum (SEQ ID NO:23),
Synechocystis PCC6803 (SEQ ID NO:24), Synechococcus sp. PCC 7335 (SEQ ID NO:25) o Nostoc commune (SEQ
ID NO:26).

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos puede determinarse tal como sigue. En primer

lugar, las secuencias de aminoacidos se alinean usando el programa BLAST 2 Sequences (B12seq) de la version
auténoma de BLASTZ que contiene BLASTP versién 2.0.14. Esta version autonoma de BLASTZ puede obtenerse
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del sitio web de Fish & Richardson (por ejemplo, www.fr.com/blast/) o el sitio web del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica del gobierno estadounidense (www.ncbi.nlm.nih.gov). Pueden hallarse instrucciones que
explican como usar el programa Bl2seq en el archivo Léame que acompafia a BLASTZ. Bl2seq realiza una
comparacion entre dos secuencias de aminoacidos usando el algoritmo BLASTP. Para comparar dos secuencias de
aminoacidos, se establecen las opciones de B12seq tal como sigue: -i se establece en un archivo que contiene la
primera secuencia de aminoacidos que va a compararse (por ejemplo, C:\seql.txt); -j se establece en un archivo que
contiene la segunda secuencia de aminoacidos que va a compararse (por ejemplo, C:\seq2.txt); -p se establece en
blastp; -0 se establece en cualquier nombre de archivo deseado (por ejemplo, C:\output.txt); y todas las opciones se
dejan en sus ajustes por defecto. Por ejemplo, puede usarse el siguiente comando para generar un archivo de salida
que contiene una comparacion entre dos secuencias de aminoacidos: C:\B12seq -i c:\seql.txt -j c:\seq2.txt -p blastp
-0 c:\output.txt. Si las dos secuencias comparadas comparten homologia, entonces el archivo de salida designado
presentara esas regiones de homologia como secuencias alineadas. Si las dos secuencias comparadas no
comparten homologia, entonces el archivo de salida designado no presentara secuencias alineadas. Pueden
seguirse procedimientos similares para secuencias de acido nucleico excepto que se usa blastn.

Una vez alineadas, se determina el niumero de coincidencias contando el nimero de posiciones en las que se
presenta un residuo de aminoacido idéntico en ambas secuencias. Se determina el porcentaje de identidad
dividiendo el nimero de coincidencias entre la longitud de la secuencia de aminoacidos del polipéptido de longitud
completa seguido por multiplicar el valor resultante por 100. Se indica que el valor de porcentaje de identidad se
redondea a la décima mas proxima. Por ejemplo, 78,11, 78,12, 78,13 y 78,14 se redondean hacia abajo a 78,1,
mientras que 78,15, 78,16, 78,17, 78,18 y 78,19 se redondean hacia arriba a 78,2. También se indica que el valor de
longitud siempre sera un nimero entero.

Se apreciard que varios acidos nucleicos pueden codificar para un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos particular. La degeneracion del codigo genético se conoce bien en la técnica; es decir, para muchos
aminoacidos, existe mas de un triplete de nucleétido que sirve como codén para el aminoacido. Por ejemplo, pueden
modificarse codones en la secuencia codificante para una enzima dada de tal manera que se obtenga la expresion
Optima en una especie particular (por ejemplo, bacteria u hongo), usando tablas de sesgo de codones apropiadas
para esa especie.

Pueden extraerse proteinas que contienen grupo hemo del material fuente (por ejemplo, extraerse de tejido animal,
o biomasa vegetal, fingica, de algas o bacteriana, o del sobrenadante de cultivo para proteinas secretadas) o de
una combinacién de materiales fuente (por ejemplo, miltiples especies de planta). La leghemoglobina esta
facilmente disponible como subproducto no usado de cultivos béasicos de leguminosas (por ejemplo, soja, alfalfa o
guisante). La cantidad de leghemoglobina en las raices de estos cultivos en los Estados Unidos supera el contenido
de mioglobina de toda la carne roja consumida en los Estados Unidos.

En algunos casos, los extractos de proteinas que contienen grupo hemo incluyen una o0 mas proteinas no que
contienen grupo hemo del material fuente (por ejemplo, otras proteinas animales, vegetales, fingicas, de algas o
bacterianas) o de una combinacién de materiales fuente (por ejemplo, diferentes animales, plantas, hongos, algas o
bacterias).

En algunos casos, se aislan y se purifican proteinas que contienen grupo hemo de otros componentes del material
fuente (por ejemplo, otras proteinas animales, vegetales, fungicas, de algas o bacterianas). Tal como se usa en el
presente documento, el término “aislada y purificada” indica que la preparacion de proteina que contiene grupo
hemo es pura en al menos el 60%, por ejemplo, pura en mas del 65%, el 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el
95% o el 99%. Sin querer limitarse por la teoria, el aislamiento y la purificacion de proteinas puede permitir que se
preparen los productos alimenticios con mayor consistencia y mayor control sobre las propiedades del producto
alimenticio ya que se elimina material no deseado. Pueden separarse proteinas basandose en su peso molecular,
por ejemplo, mediante cromatografia de exclusion molecular, ultrafiltracion a través de membranas o centrifugacion
por densidad. En algunos casos, las proteinas pueden separarse basandose en su carga de superficie, por ejemplo,
mediante precipitacion isoeléctrica, cromatografia de intercambio aniénico o cromatografia de intercambio catidnico.
También pueden separarse proteinas basandose en su solubilidad, por ejemplo, mediante precipitacion con sulfato
de amonio, precipitacion isoeléctrica, tensioactivos, detergentes o extraccion con disolventes. También pueden
separarse proteinas mediante su afinidad a otra molécula, usando, por ejemplo, cromatografia de interaccién
hidréfoba, colorantes reactivos o hidroxiapatita. La cromatografia de afinidad también puede incluir usar anticuerpos
gue tienen una afinidad de unién especifica por la proteina que contiene grupo hemo, niquel-NTA para proteinas
recombinantes con cola de His, lectinas para unirlas a restos de azlcar en una glicoproteina, u otras moléculas que
se unan especificamente a la proteina.

También pueden producirse de manera recombinante proteinas que contienen grupo hemo usando técnicas de
expresion de polipéptidos (por ejemplo, técnicas de expresiéon heteréloga usando células bacterianas, células de
insecto, células fungicas tales como de levadura, células vegetales tales como tabaco, soja o Arabidopsis, o células
de mamifero). En algunos casos, pueden usarse técnicas de sintesis de polipéptidos convencionales (por ejemplo,
técnicas de sintesis de polipéptidos en fase liquida o técnicas de sintesis de polipéptidos en fase sélida) para
producir proteinas que contienen grupo hemo a través de sintesis. En algunos casos, pueden usarse técnicas
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transcripcion-translacion in vitro para producir proteinas que contienen grupo hemo.

La proteina usada en el producto de consumo puede ser soluble en una disolucién. En algunos casos, las proteinas
aisladas y purificadas son solubles en disolucién a mas de 5, 10, 15, 20, 25, 50, 100, 150, 200 6 250 g/I.

En algunos casos, la proteina aislada y purificada esta sustancialmente en su plegamiento nativo y es soluble en
agua. En algunos casos, la proteina aislada y purificada esta en mas del 50, el 60, el 70, el 80 o el 90% en su
plegamiento nativo. En algunos caso, la proteina aislada y purificada es en mas del 50, el 60, el 70, el 80 o el 90%
soluble en agua.

Modulacién del perfil de sabor y/o aromas

Tal como se describe en el presente documento, pueden usarse diferentes combinaciones de precursores de sabor
con uno o mas complejos de hierro (por ejemplo, una clorina ferrosa, un complejo de clorina-hierro o un cofactor
hemo tal como una proteina que contiene grupo hemo o grupo hemo unido a un polimero no peptidico tal como
polietilenglicol o a un soporte sélido) para producir diferentes perfiles de sabor y aroma cuando los precursores de
sabor y complejos de hierro se calientan conjuntamente (por ejemplo, durante el cocinado). El perfil de sabor y/o
aroma resultante puede modularse mediante el tipo y la concentracion de los precursores de sabor, el pH de la
reaccion, la duracién del cocinado, el tipo y la cantidad de complejo de hierro (por ejemplo, un cofactor hemo tal
como proteina que contiene grupo hemo, grupo hemo unido a macromolécula o polimero no peptidico, o grupo
hemo unido a un soporte sdlido), la temperatura de la reaccién, y la cantidad de actividad de agua en el producto,
entre otros factores. En casos en los que se une un resto hemo a un soporte sélido tal como celulosa o una resina
para cromatografia, grafito, carbon vegetal o tierra de diatomeas, el soporte sélido (por ejemplo, perlas) puede
incubarse con azucares y/o uno o mas de otros precursores de sabor para generar sabores, y luego el soporte sélido
con el resto hemo unido puede volver a usarse, es decir, incubarse de nuevo con azlcares y/o uno o0 mas de otros
precursores de sabor para generar sabores.

La tabla 2 proporciona ejemplos no limitativos de tipos de sabor que pueden generarse combinando uno o més
precursores de sabor y uno o mas cofactores hemo (por ejemplo, proteinas que contienen grupo hemo). Véanse
también las tablas 7 y/o 11.

TABLA 2
Tipos de sabor

Tipos de sabor
carne de vacuno caldo de carne de vacuno
jugo de carne de vacuno | a queso
fiambre calabacin
beicon intenso
acarne afrutado
a caldo floral
ramen a moho
huevo alimento frito
a malta caramelo
a pan barbacoa
azufre chocolate
pollo frito dulce
dorado patata
pretzel tostada francesa
agrasa corteza de pan
a sangre setas
brocoli pollo
a caldo comino
a mantequilla umami
metalico pasa
a levadura a cabra
caldo vegetal

Se crean perfiles de sabor y aroma mediante diferentes compuestos quimicos formados mediante reacciones
quimicas entre el cofactor hemo (por ejemplo, proteina que contiene grupo hemo) y precursores de sabor. Puede
usarse cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM) para separar e identificar los diferentes
compuestos quimicos en una muestra de prueba. Por ejemplo, pueden aislarse productos quimicos volatiles de la
camara anterior después de calentar una proteina que contiene grupo hemo y uno o mas precursores de sabor.
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fenilacetaldehido

2-etil-2-butenal

1,3-hexadieno

1-octen-3-ona acetonitrilo 4-decino
2-n-heptilfurano pentanal
2-tiofenocarboxaldehido (E)-2-Hexenal 1-propanol
3-tiofenocarboxaldehido 4-etil-fenol, acido heptanoico
1-octeno 3-octanona etanotiol
butirolactona estireno 2-metil-1-hepteno
2-undecenal 3-pentil-furano (E)-4-octeno

propil-ciclopropano

éster heptilico del acido férmico

2-metil-2-hepteno

metil-pirazina

(E)-2-Heptenal

acido pentanoico

1-hidroxi-propanona

6-metil-5-hepten-2-ona

acido nonanoico

acido acético

éster vinilico del acido n-caproico

1,3-dimetil-benceno

furfural 2-etil-2-hexenal

2-decanona 1-hepten-3-ol tolueno

pirrol 1-etil-1-metilciclopentano 1-butanol

1-octen-3-ol 3-etil-2-metil-1,3-hexadieno 2,3,3-trimetil-pentano
2-acetiltiazol 2-pentil-tiofeno alcohol isopropilico
(E)-2-octenal (2)-2-nonenal 2,2,4,6,6-pentametil-heptano
decanal 2-n-octilfurano fenol

benzaldehido

2-hexil-tiofeno

1-penten-3-ona

(E)-2-Nonenal

4-ciclopenteno-1,3-diona

sulfuro de dimetilo

pirazina 1-nonanol tiirano

1-pentanol (E)-2-decenal (E)-2-octen-1-ol
trans-2-(2-pentenil)furano 4-etil-benzaldehido 2,4-dimetil-1-hepteno
1-hexanol 1,7-octadien-3-ol 1,3-bis(1,1-dimetiletil)-benceno
1-heptanol acido octanoico heptano

trisulfuro de dimetilo 2-etil-5-metil-pirazina 4,7-dimetil-undecano
2-nonanona 3-etil-2,5-dimetil-pirazina acetofenona

2-pentanona 1,3,5-cicloheptatrieno tridecano

2-heptanona

2-etil-1-hexanol

éster s-metilico de tiofosforamida

2,3-butanodiona

acido 4-metil-octanoico

2-metil-tiazol

heptanal m-aminofenilacetileno 3-(1-metiletoxi)-propanonitrilo,
nonanal benceno 2,4-bis(1,1-dimetiletil)-fenol
2-octanona tiofeno 3-etil-2,2-dimetil-pentano
2-butanona 2-metil-furano 3-etil-pentano

octanal piridina 2,3,4-trimetil-pentano
1-octanol furano 2,4,6-trimetil-octano
3-etilciclopentanona butanal 2,6-dimetil-nonano
8-metil-1-undeceno 2-etil-furano 2-hexil-furano

3-octen-2-ona

disulfuro de carbono

4-metil-5-tiazol-etanol

(E,E)-2,4-Heptadienal,

2-hexil-:2-furano

4-penten-2-ona

(2)-2-heptenal

3-metil-butanal

4-metiltiazol

6-metil-2-heptanona

2-metil-butanal

2-metil-3-pentanona

(2)-4-heptenal

metacroleina

2,3-pentanodiona

(E,Z)-2,6-nonadienal octano (E)-2-tridecen-1-ol
3-metil-2-butenal etanol 2-tiofenometanamina
2-pentil-furano 2-metil-propanal (2)-2-nonenal,

tiazol acetona tiolacetato de metilo
(E,E)-2,4-decadienal propanal etanoato de metilo
acido hexanoico metil-tiirano isotiazol
1-etil-5-metilciclopenteno acetaldehido 3,3-dimetil-hexano
(E,E)-2,4-nonadienal 2-propenal 4-metil-heptano

(2)-2-decenal

2-propil-furano

2,4-dimetil-heptano

dihidro-5-pentil-2(3h)-furanona

dihidro-5-propil-2(3 H)-furanona

2,3,4-trimetil-heptano

trans-3-nonen-2-ona

dihidro-3-(2H)-tiofenona

2-metil-heptano

(E,E)-3,5-octadien-2-ona

2,2,6-trimetil-decano

2-metil-3-furanotiol
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(2)-2-octen-1-ol 3,3’-ditiobis[2-metil-furano 4-amino-1,2,5-oxadiazol-3-
carbonitrilo

5-etildihidro-2(3H)-furanona 1-hepteno 1,2-bencisotiazol-3(2H)-ona

2-butenal 1,3-octadieno 2-acetil-propen-2-ol,

1-(etiltio)-2-(metiltio)-buta-1,3-

dieno

En algunos casos, un complejo de hierro (por ejemplo, una clorina ferrosa o un cofactor hemo tal como una proteina
que contiene grupo hemo) descrito en el presente documento se calienta en presencia de carne picada de pollo,
para aumentar componentes volatiles saborizantes y odorizantes especificos normalmente elevados en la carne de
vacuno. Por ejemplo, pueden aumentarse propanal, butanal, 2-etil-furano, heptanal, octanal, trans-2-(2-
pentenil)furano, (Z)-2-heptenal, (E)-2-octenal, pirrol, 2,4-dodecadienal, 1-octanal, (Z)-2-decenal o 2-undecenal en
presencia de la proteina que contiene grupo hemo, lo que puede conferir un sabor mas similar a carne de vacuno a
la carne de pollo.

En algunos casos, un complejo de hierro (por ejemplo, una clorina ferrosa o un cofactor hemo tal como una proteina
que contiene grupo hemo) descrito en el presente documento se calienta en presencia de cisteina y glucosa u otras
combinaciones de precursores de sabor para proporcionar un perfil diferente de odorizantes volatiles que cuando se
usa individualmente cualquier subconjunto de los tres componentes. Los componentes de sabor volatiles que se
aumentan en estas condiciones incluyen pero no se limitan a furano, acetona, tiazol, furfural, benzaldehido, 2-
piridincarboxaldehido, 5-metil-2-tiofenocarboxaldehido, 3-metil-2-tiofenocarboxaldehido, 3-tiofenometanol y decanol.
Véanse, por ejemplo, las tablas 8 y 9. En estas condiciones, cisteina y glucosa solas o en presencia de sales de
hierro tales como glucanato ferroso produjeron un olor a azufre, pero la adicion de proteinas que contienen grupo
hemo redujo el olor a azufre y lo reemplazaron por sabores incluyendo pero sin limitarse a caldo de pollo, setas
guemadas, melaza y pan.

En algunos casos, un complejo de hierro (por ejemplo, una clorina ferrosa o un cofactor hemo tal como una proteina
que contiene grupo hemo) descrito en el presente documento se calienta en presencia de cisteina y ribosa para
proporcionar un perfil diferente de odorizantes volatiles. El calentamiento en presencia de ribosa cred algunos
compuestos adicionales en comparacion con cuando se calentaron conjuntamente una proteina que contiene grupo
hemo y glucosa. Véanse las tablas 8 y 9.

En algunos casos, un complejo de hierro (por ejemplo, una clorofilina ferrosa o un cofactor hemo tal como una
proteina que contiene grupo hemo) descrito en el presente documento puede calentarse en presencia de tiamina y
un azlcar para afectar a la formaciéon de 5-tiazol-etanol, 4-metil-furano, 3,3’-ditiobis[2-metil-furano] y/o 4-metiltiazol.
Se sabe que estos compuestos estan presentes en la carne y tienen notas de gusto a carne de vacuno, a carne.

En algunos casos, un complejo de hierro (por ejemplo, una clorina ferrosa o un cofactor hemo tal como una proteina
gue contiene grupo hemo) descrito en el presente documento puede calentarse en presencia de un nucledétido tal
como inosina monofosfato y/o guanosina monofosfato para controlar la formacion de compuestos con sabor tales
como (E)-4-octeno, 2-etil-furano, 2-pentanona, 2,3-butanodiona, 2-metil-tiazol, metil-pirazina, tridecano, (E)-2-
octenal, 2-tiofenocarboxaldehido y/o 3-tiofenocarboxaldehido. Se sabe que estos compuestos estan presentes en la
carne y tienen notas de sabor a carne de vacuno, a carne, a mantequilla o sabroso.

En algunos casos, un complejo de hierro (por ejemplo, una clorina ferrosa o un cofactor hemo tal como una proteina
gue contiene grupo hemo) descrito en el presente documento puede calentarse en presencia de lisina, un azucar tal
como ribosa, y cisteina para controlar la formacién de compuestos con sabor tales como trisulfuro de dimetilo,
nonanal, 2-pentil-tiofeno, 2-nonenal, furfural, 1-octanol, 2-nonenal, tiazol, 2-acetiltiazol, fenilacetaldehido y/o 2-
acetiltiazol. Se sabe que estos compuestos estan presentes en la carne y algunos tienen un sabor a carne de
vacuno, a carne o sabroso.

En algunos casos, un complejo de hierro (por ejemplo, una clorina ferrosa o un cofactor hemo tal como una proteina
gue contiene grupo hemo) descrito en el presente documento puede calentarse en presencia de acido lactico, un
azucar tal como ribosa, y cisteina para controlar la formaciéon de los compuestos con sabor nonanal, tiazol, 2-
acetiltiazol y/o 8-metil-1-undeceno. Se sabe que estos compuestos estan presentes en la carne y tienen notas a
carne de vacuno, sabrosas, a dorado, a pan y a malta.

En algunos casos, un complejo de hierro (por ejemplo, una clorina ferrosa o un cofactor hemo tal como una proteina
que contiene grupo hemo) descrito en el presente documento puede calentarse en presencia de aminoacidos,
azucares tales como glucosa, ribosa, y maltodextrina, acido lactico, tiamina, IMP, GMP, creatina, y sales tales como
cloruro de potasio y cloruro de sodio, para controlar la formacién de compuestos con sabor tales como 1,3-bis(1,1-
dimetiletil)-benceno, 2-metilo 3-furantiol y/o sulfuro de bis(2-metil-4,5-dihidro-3-furilo). Se sabe que estos
compuestos estan presentes en la carne y tienen notas a carne de vacuno. Véase también la tabla 14.

En algunos casos, se elige un tipo particular de proteina que contiene grupo hemo para controlar la formacion de
compuestos con sabor. Véanse, por ejemplo, los resultados de la tabla 9, que muestran que la adicién de diferentes
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tipos de proteinas con grupo hemo (LegH, cebada, B. myoglobin o A. aeolicus) en mezclas de reaccion de formacion
de sabor que contienen uno o mas compuestos precursores de sabor da como resultado muchos de los mismos
sabores a carne clave, incluyendo pero sin limitarse a pentanona, 3-metil-butanal, 2-metil-butanal, 2-heptenal, 1-
octeno, nonanal, 2-propenal, 2-decenal, 2-nonanona, 2-octanona, 2-tridecen-1-ol, 2-octanona, 2-octenal, 4-metil-2-
heptanona, octanal, 2-undecenal, butirolactona, 1-octen-3-ona, acetato de 3-metilheptilo y 2-pentil-tiofeno. Estas
diferencias en compuestos con sabor pueden cambiar el perfil de gusto global.

En algunos casos, un complejo de hierro (por ejemplo, una clorina ferrosa o un cofactor hemo tal como una proteina
que contiene grupo hemo) descrito en el presente documento y uno o mas precursores de sabor pueden hacerse
reaccionar (por ejemplo, in vitro) con calentamiento para generar un perfil de sabor y/o aroma particular de interés y
puede afiadirse la composicion de aditivo de sabor resultante al producto alimenticio de consumo de interés, que
luego puede ingerirse tal cual o puede modificarse adicionalmente, por ejemplo, mediante cocinado adicional.

En algunos casos, puede minimizarse cualquier sabor no deseado mediante desodorizacién con carbén vegetal
activado o mediante la retirada de enzimas tales como lipoxigenasas (LOX), que pueden estar presentes en
cantidades traza cuando se usan preparaciones de proteinas vegetales, y que pueden convertir triacilglicéridos
insaturados (tales como &cido linoleico o acido linolénico) en moléculas mas pequefias y mas volatiles. LOX estan
presentes de manera natural en legumbres tales como guisantes, sojas y cacahuetes, asi como arroces, patatas y
aceitunas. Cuando se fraccionan harinas de legumbres en fracciones de proteina independientes, LOX pueden
actuar como “bombas de relojeria” no deseadas que pueden provocar sabores no deseados con su envejecimiento o
almacenamiento. Pueden someterse composiciones que contienen proteinas vegetales (por ejemplo, a partir de
semillas vegetales molidas) a purificacion para retirar LOX usando, por ejemplo, una resina de afinidad que se une a
LOX y las retira de la muestra de proteina. La resina de afinidad puede ser &cido linoleico, &cido linolénico, acido
estedrico, &cido oleico, galato de propilo o galato de epigalocatequina unido a un soporte sdlido tal como una perla o
resina. Véase, por ejemplo, el documento W0O2013138793. Ademéas, dependiendo del componente proteico del
producto alimenticio, pueden usarse determinadas combinaciones de antioxidantes y/o inhibidores de LOX como
agentes eficaces para minimizar la generacion de olores desagradables u olores desagradables especialmente en
presencia de grasas y aceites. Tales compuestos pueden incluir, por ejemplo, uno o méas de B-caroteno, a-tocoferol,
acido cafeico, galato de propilo o galato de epigalocatequina.

En algunos casos, pueden aislarse y purificarse compuestos con sabor especificos, tales como los descritos en las
tablas 3, 8, 9, 12, 14, 16 6 17 de la composicion de aditivo de sabor. Estos compuestos aislados y purificados
pueden usarse como ingrediente para crear sabores Utiles para la industria de los alimentos y las fragancias.

Una composicion de aditivo de sabor puede estar en forma de, pero no limitarse a, bases de estofado o sopa, caldo,
por ejemplo, en polvo o dados, sobres de saborizante o sobres de condimento o sobres para agitar. Tales
composiciones de aditivo de sabor pueden usarse para modular el perfil de sabor y/o aroma para una variedad de
productos alimenticios, y puede afiadirse a un producto alimenticio de consumo antes de, durante o después del
cocinado del producto alimenticio.

Productos alimenticios

Los productos alimenticios que contienen uno o mas precursores de sabor y una 0 mas proteinas que contienen
grupo hemo pueden usarse como base para formular una variedad de productos alimenticios adicionales, incluyendo
sucedaneos de carne, bases de sopa, bases de estofado, apetitivos, caldos en polvo, cubitos de caldo, sobres de
saborizante o productos alimenticios congelados. Los sucedaneos de carne pueden formularse, por ejemplo, como
perritos calientes, hamburguesas, carne picada, salchichas, bistecs, filetes, asados, pechugas, muslos, alitas,
albéndigas, pastel de carne, beicon, tiras, palitos, pepitas, chuletas o dados.

Ademas, los productos alimenticios descritos en el presente documento pueden usarse para modular el perfil de
gusto y/o aroma de otros productos alimenticios (por ejemplo, sustitutos de carne, sucedaneos de carne, tofu, pato
falso u otro producto vegetal basado en gluten, proteina vegetal texturizada tal como proteina de soja texturizada,
productos de carne de cerdo, carne de pescado, carne de cordero o carne de aves de corral tales como productos
de carne de pollo o carne de pavo) y pueden aplicarse al otro producto alimenticio antes de o durante el cocinado. El
uso de los productos alimenticios descritos en el presente documento puede proporcionar un gusto y olor a carne
particulares, por ejemplo, el gusto y el olor de la carne de vacuno o beicon, a un producto no cérnico o a un producto
de carne de ave de corral.

Los productos alimenticios descritos en el presente documento pueden envasarse de diversos modos, incluyendo
sellandose dentro de sobres o sobres para agitar individuales, de tal manera que la composicion puede
espolvorearse o extenderse sobre un producto alimenticio antes de o durante el cocinado.

Los productos alimenticios descritos en el presente documento pueden incluir ingredientes adicionales incluyendo
aceites de calidad alimentaria tales como aceite de nabina, maiz, girasol, soja, oliva o coco, agentes de condimento
tales como sales comestibles (por ejemplo, cloruro de sodio o potasio) o hierbas (por ejemplo, romero, tomillo,
albahaca, salvia 0 menta), agentes saborizantes, proteinas (por ejemplo, aislado de proteina de soja, gluten de trigo,
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vicilina de guisante y/o legumina de guisante), concentrados de proteina (por ejemplo, concentrado de proteina de
soja), emulsionantes (por ejemplo, lecitina), agentes gelificantes (por ejemplo, k-carragenanos o gelatina), fibras (por
ejemplo, fibra de bambu o inulina) o minerales (por ejemplo, yodo, zinc y/o calcio).

Los productos alimenticios descritos en el presente documento también pueden incluir un agente colorante natural
tal como circuma o zumo de remolacha o un agente colorante artificial tal como colorantes azoicos, trifenilmetanos,
xantenos, quininas, indigoides, didxido de titanio, rojo n.° 3, rojo n.° 40, azul n.° 1 o amarillo n.° 5.

Los productos alimenticios descritos en el presente documento también pueden incluir agentes de ampliacion de la
vida (til de la carne tales como monéxido de carbono, nitritos, metabisulfito de sodio, Bombal, vitamina E, extracto
de romero, extracto de té verde, catequinas y otros antioxidantes.

Los productos alimenticios descritos en el presente documento pueden estar libres de productos animales (por
ejemplo, proteinas animales que contienen grupo hemo u otros productos animales).

En algunos casos, los productos alimenticios pueden estar libres de soja, libres de trigo, libres de levadura, libres de
MSG y/o libres de productos de la hidrdlisis de proteinas, y pueden tener un gusto a carne, altamente sabroso y sin
olores o sabores desagradables.

Evaluacion de productos alimenticios

Los productos alimenticios descritos en el presente documento pueden evaluarse usando panelistas humanos
entrenados. Las evaluaciones pueden implicar inspeccion visual y tactil, masticacion y degustacion del producto para
valorar el aspecto, color, integridad, textura, sabor y sensacion en boca del producto, etc. Los panelistas pueden
servirse de muestras bajo luz roja o bajo luz blanca. A las muestras pueden asignarse al azar niUmeros de tres
digitos y hacer rotaciones en la posicion de votacién para impedir el sesgo. Las valoraciones sensoriales pueden
clasificarse segun una escala para “aceptacion” o “probabilidad” o usar terminologia especial. Por ejemplo, pueden
usarse escalas de letras (A para excelente, B para bueno, C para malo) o escalas numéricas (1 = aversion, 2 =
regular, 3 = bueno; 4 = muy bueno; 5 = excelente). Puede usarse una escala para clasificar la aceptabilidad o
calidad global del producto alimenticio o atributos de calidad especificos tales como el grado de sabor a carne de
vacuno, la textura y el sabor. Puede alentarse a los panelistas a que se enjuaguen la boca con agua entre muestras,
y darles la oportunidad de comentar sobre cada muestra.

En algunos casos, un producto alimenticio descrito en el presente documento puede compararse con otro producto
alimenticio (por ejemplo, carne o sucedaneo de carne) basandose en lecturas de olfatometro. En diversos casos, el
olfatbmetro puede usarse para evaluar la concentracion de olores y los umbrales de olor, supraumbrales de olor con
una comparacién con un gas de referencia, puntuaciones de escalas heddnicas para determinar el grado de
apreciacion o la intensidad relativa de olores.

En algunos casos, un olfatometro permite el entrenamiento y la evaluacién automatica de paneles de expertos. En
algunos casos, un producto alimenticio descrito en el presente documento provoca lecturas de olfatbmetro similares
o idénticas. En algunos casos, las diferencias entre los sabores generados usando los métodos de la invencién y la
carne son suficientemente pequefias como para estar por debajo del umbral de deteccion de la percepcion humana.

En algunos casos, pueden evaluarse productos quimicos volatiles identificados usando CG-EM. Por ejemplo, un ser
humano puede clasificar la experiencia de oler el producto quimico responsable de un determinado pico. Esta
informacién podria usarse para afinar adicionalmente el perfil de compuestos con sabor y aroma producidos usando
una proteina que contiene grupo hemo y uno o mas precursores de sabor.

Los componentes de sabor y fragancia caracteristicos se producen principalmente durante el proceso de cocinado
por moléculas de reacciones quimicas incluyendo aminoéacidos, grasas y azlcares que se encuentran en las plantas
asi como en la carne. Por tanto, en algunos casos, se degusta un producto alimenticio para determinar su similitud
con la carne durante o después del cocinado. En algunos casos, se usan clasificaciones por seres humanos,
evaluacion por seres humanos, lecturas de olfatbmetro o mediciones de CG-EM, o combinaciones de las mismas,
para crear un mapa olfativo del producto alimenticio. De manera similar, puede crearse un mapa olfativo del
producto alimenticio, por ejemplo, un sustituto de carne. Estos mapas pueden compararse para evaluar como de
similar es el producto alimenticio cocinado a la carne.

En algunos casos, el mapa olfativo del producto alimenticio durante o después del cocinado es similar a o
indistinguible del de la carne cocinada o cocida. En algunos casos, la similitud es suficiente para estar mas alla del
umbral de deteccion de la percepcion humana. El producto alimenticio puede crearse de modo que sus
caracteristicas sean similares a un producto alimenticio después del cocinado, pero el producto alimenticio no
cocinado puede tener propiedades que son diferentes de las del producto alimenticio mencionado antes del
cocinado.

Estos resultados demostraran que las composiciones de la invencion se valoran como aceptablemente equivalentes
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a productos carnicos reales. Adicionalmente, estos resultados pueden demostrarse que se prefieren composiciones
de la invencion por panelistas con respecto a otros sucedaneos de carne disponibles comercialmente. Asi, en
algunas realizaciones la presente invencion se prevén productos de consumo que son significativamente similares a
las carnes tradicionales y son mas similares a la carne que alternativas a la carne conocidas previamente.

La invencién se describira adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencion
descrito en las reivindicaciones.

Ejemplos

Ejemplo 1: La adicién de proteina con grupo hemo aumenta las cualidades similares a carne de vacuno de sustitutos
de hamburguesa

Se prepararon sustitutos de hamburguesa que contenian los ingredientes en la tabla 4 y los precursores de sabor
cisteina (10 mM), &cido glutamico (10 mM), glucosa (10 mM) y tiamina (1 mM). Se afiadié agua para componer el
resto. Véase, por ejemplo, la solicitud de patente estadounidense provisional n.° 61/751.816, presentada el 11 de
enero de 2013. Se prepararon hamburguesas de control como en la tabla 4 con los precursores cisteina (10 mM),
acido glutamico (10 mM), glucosa (10 mM) y tiamina (1 mM) excepto que se omitioé LegH.

Después de cocinar durante 5 minutos a 150°C, se evaluaron los sustitutos de hamburguesa por un panel sensorial
entrenado. Los panelistas se sirvieron de muestras bajo luces rojas y cada panelista evalué individualmente las
muestras. A las muestras se les asigné un nimero de tres digitos al azar y se hicieron rotaciones de la posicién de
votacion para impedir el sesgo. Se pidi6 a los panelistas que evaluaran muestras cocinadas de sustituto de
hamburguesa con respecto a multiples atributos de sabor, aroma, gusto, textura y aspecto incluyendo pero sin
limitarse a: el grado de sabor a carne de vacuno, la calidad del sabor a sangre, la calidad del sabor sabroso y la
aceptabilidad global usando una escala de 7 puntos desde 1 = aversion extrema, hasta 7 = agrado extremo. Se
alent6 a los panelistas a que se enjuagasen la boca con agua entre muestras, y a que rellenasen una encuesta para
registrar su evaluacién de cada muestra.

Cuando se compararon sustitutos de hamburguesa que contenian LegH con los sustitutos de hamburguesa de
control sin LegH, se clasificaron las muestras que contenian LegH con un grado de sabor a carne de vacuno
significativamente mayor, mas sabor a sangre, méas sabor sabroso y se prefirieron de manera global en comparacion
con los que no incluyeron LegH. Véase la tabla 5.

TABLA 4

Ingredientes de sustituto de hamburguesa

Sustituto de hamburguesa % precocinado p/p
Vicilina de guisante 3,86
Concentrado de proteina de soja (SPC) 2,52
Fibra de bambu 0,34
NacCl 0,54
Legumina de guisante 2
Aislado de proteina de soja (SPI) ) (Solae, St. Louis,

4,68
MO)
Gluten de trigo 4,68
Aceite de coco 15
Lecitina de soja 0,1
k-carragenanos 1
LegH 1

TABLA S

Evaluacién sensorial de sustituto de hamburguesa con grupo hemo

Atributo Carne de vacuno Sin grupo | 1% de grupo
20/80 hemo hemo

Grado de sabor a
carne de vacuno

media 5,33 1,30 3,20
DE 1,58 0,67 0,79
Sabor a sangre

media 4,00 1,10 2,78
DE 1,32 0,32 1,64

Sabor sabroso
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media 4,67 3,00 5,10
DE 1,22 1,63 0,57

Ejemplo 2: Sustitutos de hamburguesa con una mezcla de precursores de sabor con gusto a carne de vacuno y a
sangre

Se prepararon sustitutos de hamburguesa que contenian una mezcla de precursores de sabor de glucosa, cisteina,
tiamina y acido glutamico y el 1% de LegH precocinada p/p (véase la tabla 4) tal como se describe en el ejemplo 1, y
se evaluaron por un panel sensorial entrenado después de cocinarse las hamburguesas durante 5 minutos a 150°C.
Las hamburguesas de control incluian LegH y todos los demés ingredientes excepto por la mezcla de precursores
de sabor.

Se pidi6 a los panelistas que evaluaran las muestras con respecto a la mejora global en el gusto y analizaran de
manera descriptiva cada muestra usando una escala de 5 puntos desde 1 = aversion extrema, hasta 5 = agrado
extremo. Se alentd a los panelistas a que se enjuagasen la boca con agua entre muestras, y a que rellenasen una
encuesta para registrar su evaluacion de cada muestra. Los sustitutos de hamburguesa que incluian LegH y la
mezcla de precursores de sabor se describieron como que tenian notas de caldo, a salsa, a carne, a sangre,
sabrosas y a carne de vacuno en el gusto, y se prefirieron a los mismos sustitutos de hamburguesa con LegH pero
sin mezcla de precursores de sabor afadida. Véase, la tabla 6.

TABLA 6

Mejora del gusto global con precursores afiadidos a las hamburguesas con LegH

con precursores sin precursores
Promedio 3,5 1,8
DE 0,6 0,5

Ejemplo 3: Sustitutos de hamburguesa con mezcla de precursores de sabor gue da como resultado un gusto a
beicon

Se cocinaron sustitutos de hamburguesa (véase la tabla 4) con diferentes mezclas de precursores (véase la tabla 7)
y el 1% de LegH y se evaluaron por un panel sensorial entrenado después de cocinarse las hamburguesas durante
5 minutos a 150°C. Las hamburguesas de control contenian LegH y todos los demas ingredientes excepto por los
precursores de sabor. Se pidi6é a los panelistas que evaluaran cada muestra y analizaran de manera descriptiva
cada muestra. escala de 5 puntos desde 1 = aversion extrema, hasta 5 = agrado extremo. Se alent6 a los panelistas
a que se enjuagasen la boca con agua entre muestras, y a que rellenasen una encuesta para registrar su evaluacion
de cada muestra. Un sustituto de hamburguesa con una mezcla de precursores de glucosa 10 mM, ribosa 10 mM,
cisteina 10 mM, tiamina 1 mM, &cido glutdmico 1 mM, GMP 1 mM y LegH se describi6 como que tenia un aroma y
gusto a beicon, y grado de sabor a carne global, la calidad del sabor sabroso, una calidad de sabor a umami muy
buena, calidad de sabor a caldo y ligeras notas a carne de vacuno. Véase la tabla 7 para un resumen de la
descripcion de sabor para las diversas combinaciones de precursores de sabor y proteinas que contienen grupo
hemo.

TABLA 7

Sabores generados mediante la adicién de precursores a LegH (1%)

Concentracion de precursores Descripcion del sabor
ribosa cisteina
(10 mM) (10 mM) alguna clase de fiambre
ribosa cisteina corteza de pan con jugo de
(10 mM) (10 mM) IMP (2 mM) carne, dulce, a grasa, umami
ribosa cisteina acido lactico | a pan, a malta, dorado, corteza
(10 mM) (10 mM) (1 mM) de pan
ribosa cisteina sabroso, a carne de vacuno, un
(10 mM) (10 mM) lisina (5 mM) | poco a grasa, a caldo, a pan

sabroso, débil a carne de

ribosa cisteina alanina (5 vacuno, a caldo, un poco sabor
(10 mM) | (10 mM) mM) metalico
ribosa cisteina sabroso, débil a carne de
(10 mM) (10 mM) I+G (2 mM) vacuno, a caldo, dulce
ribosa cisteina
(10 mM) (10 mM) metionina a patata cocida
ribosa cisteina acido glutamico un poco a carne, pretzel, a caldo,
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(10 mM) (10 mM) (5 mM) sabroso, dulce, chocolate
glucosa | ribosa cisteina | tiamina | acido glutamico ligero a carne de vacuno, dorado,
(10 mM) | (10 mM) (20mM) | 2mM) | (5 mM) a grasa,

a beicon, mucho umami,
glucosa | ribosa cisteina | tiamina | acido glutamico sabroso, a caldo, ligero a carne
(10 mM) | (10 mM) (A0mM) | 2mM) | (5mM) IMP (2 mM) de vacuno
glucosa cisteina | tiamina | acido glutamico a cecina de carne de vacuno, a
(10 mM) (A0mM) | 2 mM) | (5 mM) sangre, a carne, a caldo
glucosa cisteina tiamina | acido glutdmico | acido lactico | sabroso, a carne de vacuno, a
(10 mM) (20mM) | 2mM) | (5mM) (2 mM) sangre, a carne, sabroso, a salsa
glucosa cisteina | tiamina | acido glutamico
(10 mM) (A0mM) | 2mM) | (5mM) lisina (5 mM) | aroshif
glucosa acido
(10 cisteina | tiamina | glutamico (5 alanina (5
mM) (A0mM) | 2mM) | mM) mM) a carne de vacuno hervida, dulce
glucosa acido
(10 cisteina | tiamina | glutdmico (5 a carne de vacuno con una nota
mM) (A0mM) | 2 mM) | mM) I+G (2 mM) a azufre
glucosa
(10 cisteina
mM) (10 mM) 1+G (2 mM) dulce, a malta, umami, a carne
glucosa
(10
mM) I+G (2 mM) sabroso, a rosbif, a grasa
glucosa acido
(10 glutdmico (5 umami, sabroso, a carne, dulce,
mM) mM) fermentado

Ejemplo 4: El tipo de azicar modula los compuestos con sabor creados en presencia de proteina con grupo hemo

La adicion de diferentes azlcares a mezclas de reaccion de formacién de sabor que contenian una proteina con
grupo hemo y uno o méas compuestos precursores de sabor dio como resultado diferencias distintivas en los
compuestos con sabor generados y el perfil de sabor global. Se mezcl6 la proteina con grupo hemo LegH al 1%
precocinada p/p con cisteina (10 mM) y glucosa (20 mM) a pH 6 en tampon fosfato para formar una mezcla de
reaccion de formacion de sabor y se calentd hasta 150°C durante 3 minutos; esta reaccion cred compuestos con
sabor que se sabe que estan presentes en la carne; véase la tabla 8. De manera similar, una mezcla de reaccién de
formacion de sabor preparada cuando se mezcld la proteina con grupo hemo LegH al 1% con cisteina (10 mM) y
ribosa (20 mM) a pH 6 y se calenté hasta 150°C durante 3 minutos credé compuestos con sabor que se sabe que
estan en la carne; véase la tabla 8.

Los componentes de sabor y fragancia caracteristicos se produjeron principalmente durante el proceso de cocinado
cuando las moléculas precursoras de sabor reaccionaron con la proteina con grupo hemo. La cromatografia de
gases-espectrometria de masas (CG-EM) es un método que combina las caracteristicas de cromatografia de gases-
liquidos y la espectrometria de masas para separar e identificar diferentes sustancias dentro de una muestra de
prueba. Se evaluaron las muestras mediante CG-EM para identificar los compuestos con sabor generados después
de calentar y también se evaluaron para determinar sus perfiles sensoriales. Se aislaron los productos quimicos
volatiles de la cdmara anterior alrededor de las reacciones de formacion de sabor. Se muestra el perfil de los
productos quimicos volatiles en la cAmara anterior alrededor de las mezclas de reaccion de formacién de sabor en la
tabla 8. En particular, el uso de ribosa cred algunos compuestos adicionales en comparacion con glucosa, tal como
se muestra en la tabla 8.

En particular, las mezclas de control de cisteina con ribosa o glucosa calentadas en ausencia de la proteina con
grupo hemo LegH no generaron el mismo conjunto de compuestos con sabor. También se evaluaron las mezclas de
reaccion de formacion de sabor que contenian LegH por un panel sensorial entrenado ciego, que describio las
muestras con ribosa como que tienen notas a carne de vacuno, sabrosas, a caldo y similares a salsa, y las muestras
con glucosa como con notas sabrosas, a sangre, metalicas, a carne cruda y similares al caldo.

TABLA 8

Compuestos con sabor generados con cisteina, LegH, vy o bien glucosa o bien ribosa en la mezcla de reaccién de
formacion de sabor.

LegH al 1%
cisteina (10 mM), | cisteina (10 mM),
Compuestos creados glucosa (20 mM) ribosa (20 mM)
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benzaldehido

2-butanona

trisulfuro de dimetilo
2-pentil-furano

2-metil-propanal

tiazol

butirolactona

2-acetiltiazol

pentanal

3-metil-butanal

metil-tirano

nonanal

heptanal

2,3-butanodiona
1,3,5-cicloheptatrieno
propil-ciclopropano
2-hexil-furano

butanal

2-metil-butanal

2-etil-furano

2-0octanona

propanal

triclorometano

2-metil-furano

furano

pirazina

tiofeno

1,3-dimetil-benceno

octano

octanal

tiazol

2-pentanona

furfural

2-nonanona

(2)-2-heptenal

(E)-2-heptenal

1-octeno

éster heptilico del acido férmico
2-pentil-tiofeno

1-octen-3-ona

3-pentil-furano

2-propenal

(E)-2-tridecen-1-ol

benceno

(E)-4-octeno

1-penten-3-ona
4-penten-2-ona X
2-metil-tiazol
metil-pirazina
trans-2-(2-pentenil)furano
3-etilciclopentanona
pirrol X
2-tiofenocarboxaldehido
3-tiofenocarboxaldehido

DX XXX X XX XXX XXX XXX | X

DX XXX XXX XXX XXX XX XXX XX | X

XXX XXX | X

X |[X

XXX XXX

X |[X

XXX XXX XXX XX XXX XXX XX XX XX XXX XX XX XX [ X[ X | X

Ejemplo 5: La proteina con grupo hemo en presencia de tiamina afecta a la produccién de determinados compuestos
con sabor

La adicién de tiamina en mezclas de reaccion de formacién de sabor con una proteina con grupo hemo y otros
precursores de sabor afect6 a la formacién de 5-tiazol-etanol, 4-metil-furano, 3,3’-ditiobis[2-metil-tiazol y 4-metiltiazol.
Se sabe que estos compuestos estan presentes en la carne y tienen notas de gusto a carne de vacuno, a carne.

Se prepararon mezclas de reaccién de formacién de sabor a pH 6 que contenian LegH (1%), cisteina (10 mM),
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tiamina (1 mM), o bien glucosa o bien ribosa (20 mM), y con o sin acido glutdmico (10 mM) y posteriormente se
calentaron hasta 150°C durante 3 minutos. Luego se evaluaron estas muestras de reaccion de formacion de sabor
mediante CG-EM para determinar los compuestos con sabor generados y se evaluaron por un panel entrenado para
determinar sus perfiles sensoriales. Se aislaron los productos quimicos volatiles de la camara anterior alrededor de
las reacciones de formacion de sabor. CG-EM mostré que se crearon los compuestos 4-metil-5-tiazol-etanol, 3,3’-
ditiobis[2-metil]-furano y 4-metiltiazol mediante una mezcla de LegH con tiamina, un azlcar (o bien glucosa o bien
ribosa) y cisteina. Las mismas mezclas de reaccion de formacion de sabor sin tiamina no generaron estos
compuestos; adicionalmente estos compuestos no se generaron cuando no estaban presentes proteinas con grupo
hemo en las mezclas de reaccion de formacion de sabor.

También se evaluaron las muestras de reaccién de formacioén de sabor por un panel sensorial entrenado ciego, que
describieron las muestras con la adicién de tiamina como de gusto mas complejo y con méas sabor a carne de
vacuno, a carne y sabroso.

Ejemplo 6: Las proteinas con grupo _hemo con nucleétidos controlan la produccion de compuesto con sabor
particulares.

La adicion de inosina monofosfato y guanosina monofosfato en mezclas con proteina con grupo hemo y otros
precursores controld la formacion de los compuestos con sabor (E)-4-octeno, 2-etil-furano, 2-pentanona, 2,3-
butanodiona, 2-metil-tiazol, = metil-pirazina, tridecano, (E)-2-octenal, 2-tiofenocarboxaldehido vy  3-
tiofenocarboxaldehido. Se sabe que estos compuestos estan presentes en la carne y tienen notas de sabor a carne
de vacuno, a carne, a mantequilla o sabrosas.

Se prepararon reacciones que contenian proteina con grupo hemo al 1% (LegH) con cisteina (10 mM) y glucosa (20
mM), IMP 1 mM y GMP 1 mM, a pH 6,0 y se calentaron hasta 150°C durante 3 minutos. Los componentes de sabor
y fragancia caracteristicos se produjeron principalmente durante el proceso de cocinado en el que los precursores
reaccionan con proteinas con grupo hemo. Se evaluaron estas muestras mediante CG-EM para determinar los
compuestos con sabor generados y se evaluaron para determinar la experiencia sensorial. Se aislaron los productos
qguimicos volatiles de la camara anterior alrededor de la reaccion de formacion de sabor y se identificaron usando
CG-EM, creandose un perfil de los productos quimicos volatiles en la camara anterior alrededor de la mezcla de
reaccion de formacién de sabor. CG-EM mostré que se crearon los compuestos 4-octeno, 2-etil-furano, 2-pentanona,
2,3-butanodiona, 2-metil-tiazol, metil-pirazina, tridecano, 2-octenal, 2-tiofenocarboxaldehido, 3-tiofenocarboxaldehido
mediante una mezcla de la proteina con grupo hemo LegH con IMP, GMP, glucosa y cisteina. Las mismas muestras
sin IMP y GMP no generaron estos compuestos, adicionalmente tampoco se crearon estos compuestos cuando no
estaban presentes proteinas con grupo hemo, sélo moléculas precursoras. La evaluacion sensorial por panelistas
entrenados enmascarados hallé que las muestras con la adicion de inosina y guanosina tal como se describe tienen
un gusto mas complejo y méas sabor a carne de vacuno, a carne, a caldo y sabroso. La figura 2 muestra la
abundancia de los compuestos con sabor novedosos creados con proteina con grupo hemo al 1% en una reaccion a
pH 6, con cisteina (10 mM) y glucosa (20 mM), IMP (1 mM) y GMP (1 mM) y se detectaron mediante microextraccion
en fase soélida (SPME) y luego se detectaron mediante CG-EM.

Ejemplo 7: Generacién de sabor con la adicién de un &cido organico particular

La adicién de acido lactico en mezclas con proteina con grupo hemo, ribosa y cisteina control6 la formacién de los
compuestos con sabor nonanal, tiazol, 2-acetiltiazol y 8-metil-1-undeceno. Se sabe que estos compuestos estan
presentes en la carne.

Se prepararon reacciones gque contenian proteina con grupo hemo al 1% de, cisteina (10 mM) y ribosa (20 mM) y
acido lactico (1mM), pH 6,0, y se calentaron hasta 150°C durante 3 minutos. Los componentes de sabor y fragancia
caracteristicos se produjeron principalmente durante el proceso de cocinado cuando los precursores reaccionan
proteinas con grupo hemo. Se evaluaron estas muestras mediante CG-EM para determinar los compuestos con
sabor generados y se evaluaron para determinar la experiencia sensorial. Se aislaron los productos quimicos
volatiles de la camara anterior alrededor de la reaccion de formacion de sabor y se identificaron usando CG-EM,
creandose un perfil de los compuestos generados. Se crearon los compuestos nonanal, tiazol, 2-acetiltiazol y 8-
metil-1-undeceno mediante una mezcla de LegH con acido lactico, ribosa y cisteina. Las mismas muestras sin acido
lactico no generaron estos compuestos, adicionalmente no se crearon estos compuestos en ausencia de proteinas
con grupo hemo.

La evaluacion sensorial por panelistas entrenados enmascarados hallé que las muestras con la adicion de acido
lactico se describieron como con sabor a carne de vacuno, sabroso, dorad, a pan y que tienen notas a malta. La
muestra con todo excepto &cido lactico se clasific6 con menor puntuacion en las notas doradas, a pan y a malta.

Ejemplo 8: Sabor generado con la adicién de un aminoécido particular.

La adicion de lisina en mezclas con proteina con grupo hemo ribosa y cisteina controld la formacién de los
compuestos con sabor trisulfuro de dimetilo, nonanal, 2-pentil-tiofeno, furfural, 2-nonenal, 1-octanol, 2-nonenal,
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tiazol, 2-acetiltiazol, fenilacetaldehido, 2-acetiltiazol. Se sabe que estos compuestos estan presentes en la carne y
algunos tienen un sabor a carne de vacuno, a carne o sabroso.

Se prepararon reacciones que contenian proteina con grupo hemo al 1% de, cisteina (10 mM) y ribosa (20 mM) y
lisina (ImM), a pH 6,0, y se calentaron hasta 150°C durante 3 minutos. Se evaluaron estas muestras mediante CG-
EM para determinar los compuestos con sabor generados y se evaluaron para determinar la experiencia sensorial.
Los componentes de sabor y fragancia caracteristicos se produjeron principalmente durante el proceso de cocinado
cuando podrian reaccionar los precursores con la proteina con grupo hemo. Se evaluaron estas muestras mediante
CG-EM para determinar los compuestos con sabor generados y se evaluaron para determinar la experiencia
sensorial. Se aislaron los productos quimicos volatiles de la camara anterior alrededor de la reaccion de formacion
de sabor. Se crearon los compuestos trisulfuro de dimetilo, nonanal, 2-pentil-tiofeno, furfural, 2-nonenal, 1-octanol, 2-
nonenal, tiazol, 2-acetiltiazol, fenilacetaldehido, 2-acetiltiazol mediante una mezcla de LegH con &cido lactico, ribosa
y cisteina. Las mismas muestras sin acido lactico no generaron estos compuestos, adicionalmente no se crearon
estos compuestos cuando no estaban presentes proteinas con grupo hemo, sélo moléculas precursoras. La
evaluacion sensorial por panelistas entrenados enmascarados hallé que las muestras con la adicién de lisina tal
como se describe como a asado de carne de vacuno, sabroso y dorado. La adicion de lisina aumento las notas de
sabor a asado y dorado.

Ejemplo 9 - Compuesto con produccién de sabor mediante diferentes proteinas con grupo hemo

La adicion de diferentes tipos de proteinas con grupo hemo (LegH, cebada, B. myoglobin o A. aeolicus) en mezclas
de reaccién de formacion de sabor que contienen uno o0 mas compuestos precursores de sabor da como resultado
muchos de los mismos sabores a carne clave, incluyendo pero sin limitarse a 2-pentil-furano, 2,3-butanodiona,
tiofeno, 2-metil-tiazol, pirazina, furano, pirrol, 2-metilfurano y diferencias distintivas en los compuestos con sabor,
incluyendo pero sin limitarse a 2-pentil-tiofeno, nonanal, 2-nonanona y 1l-octen-3-ona. Estas diferencias en los
compuestos con sabor pueden cambiar el perfil de gusto global. Los diferentes tipos de proteina con grupo hemo
fueron LegH, cebada, B. myoglobin o A. aeolicus usadas al 1% de p/p en una reaccion mezclada con cisteina (10
mM) y ribosa (10 mM) a pH 6. Se calenté la premezcla de reaccion hasta 150°C durante 3 minutos; esta reaccion
cred compuestos con sabor que se sabe que estan presentes en la carne; véase la tabla 9. Los componentes de
sabor y fragancia caracteristicos se producen principalmente durante el proceso de cocinado en el que las moléculas
precursoras de sabor reaccionan con la proteina con grupo hemo. Se evaluaron las muestras mediante CG-EM para
identificar los compuestos con sabor generados después de calentar y también se evaluaron para determinar sus
perfiles sensoriales. Se aislaron los productos quimicos volatiles de la camara anterior alrededor de las reacciones
de formacion de sabor. La tabla 9 muestra la similitud y las diferencias en compuestos con sabor volatiles creados
mediante los diferentes tipos de proteinas con grupo hemo.

TABLA 9

Compuestos con sabor creados mediante diferentes proteina con grupo hemo cuando se calientan con ribosa y
cisteina.

Nombre LegH Cebada B. myoglobin | A. aeolicus
furano X X X X
tiazol

benzaldehido
2-acetiltiazol
2-metil-propanal
furfural
2,3-butanodiona
2-pentil-furano
2-pentanona
pirazina

trisulfuro de dimetilo
3-metil-butanal
2-metil-tiazol
pentanal
1,3,5-cicloheptatrieno
metacroleina
heptanal
2-metil-butanal
isotiazol

tiofeno

propanal

2-heptenal
metil-pirazina

XXX [ X[ X | X |X
XXX [ X[ X |[X|X

x

X

XXX [X|X

XX XX XXX XXX XXX X [X X [X[|X|X|X

XXX XXX XXX XXX XXX [X[X[X[X[X|X|X]|X
XXX XXX X [X|X[X|X[X]|X|[X

XX X [ X [X
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1-octeno

butanal
2-acetil-propen-2-ol
pirrol

2-metil-furano
nonanal

2-propenal
2-decenal
2-nonanona
2-0octanona
2-tridecen-1-ol,
2-octanona
2-octenal
4-metil-2-heptanona
octanal

2-undecenal
butirolactona
1-octen-3-ona
acetato de 3-metilheptilo
2-pentil-tiofeno

XX [ X |X [X

XX XXX [X | X [X

XX XXX | X | X |X[X

XXX XX [X X [X|X[X]|X

XX X[ XX |X

XX [ X[ X | X | X |X|X

Ejemplo 10 - Generacion sabores a carne a partir de diferentes lipidos

Se sometieron a prueba varias muestras diferentes que incluian aceites (aceite de nabina o aceite de coco), acidos
grasos libres (AGL) (acido linoleico (C18:2), acido oleico (C18:1), acido estearico (C18:0) o &cido miristico (C14:0)) y
fosfolipidos (PL) (extractos de lipidos polares de corazén de vacuno, Biolipon95 (de Perimond) o NatCholinePC40
(de Perimond)) para determinar su capacidad para producir sabor a carne de vacuno en ausencia y en presencia de
otros precursores. Se afiadieron aceites, AGL y PL tampodn fosfato de potasio 50 mM (PPB) pH 6,0 o una mezcla de
reaccion de Maillard (MRM) que contenia fosfato de potasio 50 mM pH 6,0, cisteina 5 mM, glucosa 10 mM, tiamina
0,1 mMy el 0,1% (p/v) de leghemoglobina. Se disefiaron los lipidos en combinacién con MRM para capturar las
reacciones cruzadas de degradacion de lipidos y producciones de reaccién de Maillard mientras que los lipidos en
tampon fosfato funcionaron como control de lipido. Se afiadieron los aceites al 3% del volumen total de 1 ml de
disolucién mientras que se afiadieron los AGL y PL al 1% de los volimenes totales de 1 ml. Se cocinaron todas las
muestras a 150°C durante 3 min, se enfriaron hasta 50°C y luego se analizaron usando CG-EM (toma de muestras
de fibra de SPME de la camara anterior). Después de analizarse todas las muestras mediante CG-EM, se retiraron
las tapas y un cientifico de sabores entrenado oli6 las muestras y registrd los aromas.

Tabla 10

Leyenda gue muestra los componentes de cada muestra

Nombre de muestra Disolucion Aditivos

MRM_Ninguno Mezcla de reaccién de Maillard Ninguno

MRM_Acido linoleico Mezcla de reaccién de Maillard 1% de &cido linoleico

MRM_Acido oleico Mezcla de reaccién de Maillard 1% de &cido oleico

MRM_C14 Mezcla de reaccién de Maillard 1% de &cido graso libre C14:0

MRM_C18 Mezcla de reaccién de Maillard 1% de &cido graso libre C18:0

MRM_Nabina Mezcla de reaccién de Maillard 3% de aceite de nabina

MRM_Coco Mezcla de reaccién de Maillard 3% de aceite de coco

MRM_Corazén de vacuno Mezcla de reaccién de Maillard 1% de extracto de lipidos polares de corazén
de vacuno

MRM_Biolipon95 Mezcla de reaccién de Maillard 1% de Biopolin95 (emulsionante)

MRM_NatCholinePC40 Mezcla de reaccién de Maillard 1% de NatCholinePC40 (emulsionante)

MRM_Acido linoleico PPB, pH 6 1% de acido linoleico

MRM_Acido oleico PPB, pH 6 1% de &cido oleico

MRM_C14 PPB, pH 6 1% de acido graso libre C14:0

MRM_C18 PPB, pH 6 1% de &cido graso libre C18:0

MRM Nabina PPB, pH 6 3% de aceite de nabina

MRM_Coco PPB, pH 6 3% de aceite de coco

MRM_Corazén de vacuno PPB, pH 6 1% de extracto de lipidos polares de corazén
de vacuno

MRM_Biolipon95 PPB, pH 6 1% de Biopolin95 (emulsionante)

MRM_NatCholinePC40 PPB, pH 6 1% de NatCholinePC40 (emulsionante)
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La tabla 11 contiene las descripciones de aromas y la tabla 12 contiene los datos de CG-EM de las muestras mas
interesantes analizadas. Muchos de los lipidos introdujeron un aroma “a grasa” en el MRM que si no estaba ausente.
Las combinaciones de éacido linoleico o NatCholinePC40 en MRM produjeron la mayor abundancia de compuestos
grasos, sugiriendo que estos lipidos pueden mejorar la percepcion de sabor de sebo de vacuno. El acido linoleico y

5 NatCholinePC40 también mostraron alta abundancia de aromas a tierra-setas. La adicion de lipidos a MRM aument6
significativamente la abundancia de aromas “a nueces y a tostado”. Los compuestos con aroma “a verde” menos
deseables fueron los mas destacados en muestras con acidos grasos libres insaturados (acido linoleico o acido
oleico) o fosfolipidos. En general, la adicion de lipidos aumentd significativamente el nGmero de compuestos con
sabor a carne de vacuno objetivo producidos.

10
TABLA 11
Descripciones de aromas de cada muestra después de cocinarse.
Nombre de muestra Descripciones de aromas
MRM_Solo a caldo, a malta, a estofado de carne de vacuno
KPhos6_Corazén de vacuno | graso, a nata, a sebo de vacuno, ligeramente dulce, ligeramente a tostado, a nueces
MRM_Corazén de vacuno graso, a sebo de vacuno, a carne pasada, a setas
KPhos6_Biolipon95 graso, fresco
MRM _Biolipon95 graso, a caldo, a heno, a malta, a verde
KPhos6 NatCholinePC40 ligeramente graso, fresco
MRM_NatCholinePC40 graso, a sebo de vacuno, a caldo
K-Phos6_C14 ligera/débilmente a pléstico/a cera
MRM_C14 a caldo, a carne de vacuno, a menta, fresco
K-Phos6 C18 ligera/débilmente a plastico/a cera
MRM C18 a carne de vacuno con aroma a pepino y/o pimiento
K-Phos6_Nabina fresco, a pepino
MRM_Nabina graso, a caldo, a aceite, a nueces tostadas
K-Phos6_Coco nada
MRM_Coco a caldo, a carne de vacuno, ligeramente graso, a galletas saladas
K-Phos6_Acido oleico fresco, a pepino, similar a alcanfor/a menta
MRM_Acido oleico herbal, a plastico, ligeramente a queso, a caldo
K-Phos6_Acido linoleico ligeramente a plastico
MRM_Acido linoleico graso, ligeramente a cera, a caldo, herbal
15
Tabla 12
Lista de compuestos aromaticos que se encuentran en carne de vacuno mediante CG-EM y un diagrama que
muestra cuéles se detectaron en cada muestra de lipido mas MRM.
20
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Compuestos en carne de vacuno = =T =a ==
(y)-lactato de isopropilo N N N N
1-etil-5-metilciclopenteno S S S S
1-heptanol N S N N
1-hepten-3-ol N S S S
1-hepteno N S S S
2-metil-1-hepteno N N N N
1-hexanol N S S S
2-etil-1-hexanol N N N N
1-nonanol N N S N
1-noneno N S S N
1-octanol N S S N
1-octen-3-ol N S S S
1-octen-3-ona S S S S
1-octeno N N N N
1-pentanol N S S S
1-penten-3-ol N S S N
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1-propanol

8-metil-1-undeceno

1,3-hexadieno

3-etil-2-metil-1,3-hexadieno

1,3-octadieno

1,3,5-cicloheptatrieno

2,3-dihidro-5,6-dimetil-1,4-dioxina

1,7-octadien-3-ol

1H-pirrol-2-carboxaldehido

2-metil-1H-pirrol

2-acetil-2-tiazolina

2-acetiltiazol

2-butanona

2-butenal

2-etil-2-butenal

3-metil-2-butenal

3-metil-2-ciclohexen-1-ona

2-decanona

(E)-2-decenal

(2)-2-decenal

2-furanmetanol

2-heptanona

6-metil-2-heptanona

(E)-2-heptenal

(Z2)-2-heptenal

(E)-2-hexenal

2-etil-2-hexenal

2-metil-2-hepteno

2-n-heptilfurano

2-n-octilfurano

2-nonanona

(E)-2-nonenal

(2)-2-nonenal

2-octanona

(2)-2-octen-1-ol

(E)-2-octenal

2-pentanona

1-propoxi-2-propanol

1-(acetiloxi)-2-propanona

1-hidroxi-2-propanona

2-propenal

2-tiofenocarboxaldehido

2-undecenal

2,3-butanodiona

2,3-pentanodiona

(E,E)-2,4-decadienal

2,4-decadienal

(E,E)-2,4-heptadienal

(E,E)-2,4-nonadienal

2,6-dimetilpirazina

(E,Z)-2,6-nonadienal

5-etildihidro-2(3H)-furanona

5-metil-2(3H)-furanona

dihidro-5-pentil-2(3H)-furanona

dihidro-5-propil-2(3H)-furanona

2(5H)-furanona

tetrahidro-6-metil-2Hpiran-2-ona

3-etilciclopentanona

3-hexanona

3-metil-2-tiofenocarboxaldehido

3-octanona

3-octen-2-ona

3-tiofenocarboxaldehido

Z|1Z|n|Z|1Z|1Z2|1Z2|1Z|Z(Z2|1Z|Z|(Z2|1Z|Z|1Z|1Z|Z|Z2|1Z|Z|0|Z|0|n|Z|Z|Z|/0|0n|Z|I0|(Z0|n|n|(Z|Z|1Z|1Z|1Z|0|Z|0(Z|0|Z|Z|1Z|1Z2|1Z2|/0W|0n(Z|1Z|Z(Z2|1Z2|0(Z2|Z2|Z2(2

NN nZIZI0VIZ|IZIZZ|IZ|0[Z|1Z0|0|Z|0(Z|1Z|0|0|Z|Z(Z|1Z|00|n|0n|ZIN|n(n|ZIZ(Z|V[(Z|0|Z|V|Z|V(Z|0|ZIZ|IZ|/0|n|n|Z(Z|1Z|0(Z|1Z|1Z2(0|Z2|0(Z2

NnZIZIZ0IZ|IZIZ0|Z|00|IZV|0|Z0V(Z|IZ|V0|Z|IZ(Z|1Z|00|n|n|ZIN|nn|ZIZ(Z|0[(Z0|0N0|Z|N(Z|0V|ZIV|ZIV|nn|Z(Z|1Z|Z(Z2|1Z2|1Z2|0|Z2|0(Z2

NN OZIZIVIZIZIZ0|IZVZIZ00I0NI0NIZINnInInZIZIZIZ00N0nn0nZIZIZIZZ|00n|ZI0ZI0n(ZZ|1Z0nnnn|ZIZ|1Z|1Z(1Z2|1Z|0(nhin|n(Z2

23




ES 2 662 586 T3

(E,E)-3,5-octadien-2-ona

dihidro-2-metil-3(2H)-furanona

4-cianociclohexeno

4-ciclopenteno-1,3-diona

4-decino

(Z2)-4-heptenal

acido 4-metiloctanoico

(E)-4-octeno

2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-
4(H)-piran-4-ona

0nZ|1Z1Z2|1Z2|1Z2|1Z2|1Z2|Z2

Z|1Z|1Zlnn|ZZ2|1Z2|Z2

Z|1Z|1Zin|1Z|n|Z2|1Z2|n

Z|1Z|1Z|n|1Z2|1Z2|1Z2|1Z2|0n

6-metil-5-hepten-2-ona

acetaldehido

acido acético

éster etenilico del acido acético

acetoina

acetona

acetonitrilo

benzaldehido

4-etil-benzaldehido

benceno

hidrazida del 4cido benzoico

butanal

2-metil-butanal

3-metil-butanal

acido butanoico

butirolactona

caprolactama

disulfuro de carbono

1-etil-1-metil-ciclopentano

propil-ciclopropano

decanal

dihidro-3-(2H)-tiofenona

Sulfuro de dimetilo

dimetilsulfona

trisulfuro de dimetilo

etanotiol

etanol

1-(1(H)-pirrol-2-il)-etanona

1-(2-furanil)-etanona

etosuximida

éster heptilico del cido férmico

furano

2-etil-furano

2-hexil-furano

2-metil-furano

2-pentil-furano

2-propil-furano

3-metil-furano

3-pentil-furano

furfural

heptanal

acido heptanoico

2-metil-hex-2-in-4-ona

acido hexanoico

sulfuro de hidrégeno

m-aminofenilacetileno

anhidrido maleico

metacroleina

metanotiol

etanoato de metilo

metil isobutil cetona

éster vinilico del acido n-caproico

nonanal

Z|IZ|0(Z|1Z|Z|1Z2|1Z|Z|1Z|1Z|1Z|1Z|1Z|0|0|Z|ZZ|I0|0n|0h|n|n(Z(Z|1Z(Z|0|Z|0|Z|Z(Z|0|Z(Z|0|Z|0|Z|V|n|n|ZIV|IZ|Vn|n|Z(Z|n

0nn|ZIZ|I1Z|1ZI1Z2|1Z|1Z1Z|1Z|1Z|00n|0n|(Z|1Z|0(Z|1Z|Z|1Z|/0|Z(Z|1Z|Z(Z|0|Z(Z|1Z|0(Z|0|Z(Z|0|Z|Z|1Z2|Z|Z2|1Z2|0W|n|Z|Z2(Z2|Z2|Z2|Z2|Z2

0nnZIZ|I1Z|1Z1Z2|I1Z|1Z1Z2|1Z|1Z/0n|0n|(Z0n|0n(Z|1Z|Z|Z2|1Z2|Z|Z2|1Z|Z|Z|1Z|Z2|1Z|1Z|/0n|n|Z(Z2|1Z2|Z2|1Z2|1Z2|Z|1Z2|1Z2|0|n|Z|Z2(Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2

0NZ|IZIZ|I1Z|1ZI1Z|1Z|1Z|0|Z|I00n|nZI0n|nn|n|ZI0|Z|1Z(Z|1Z|0[(Z|1Z|Z(Z|1Z|1Z{0|0|n(Z|I0|Z|1Z|1Z|0|(Z2|1Z|1Z|0|n|n(Z2|1Z2|1Z2|(0|Z2
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3-metil-nonano S N N N
acido nonanoico S N N N
octanal N S S S
octano N N N S
acido octanoico N N N S
éster isobutilico y pentilico del S N N N
acido oxalico

p-cresol N N N N
pentanal N N N S
acido pentanoico S N N S
4-etil-fenol N S S N
fenilacetaldehido S S S S
acido (p-hidroxifenil)-fosfénico S N N N
propanal N N N S
2-metil-propanal N N N N
acido propanoico N N N N
acido 2-metil-propanoico S N N N
éster etenilico del &cido propanoico N N N N
pirazina N S N S
2-etil-5-metil-pirazina N N N N
2-etil-6-metil-pirazina N N N N
2,3-dimetil-pirazina N N N N
2,5-dimetil-pirazina N N N N
3-etil-2,5-dimetilpirazina S N N N
etil-pirazina N N N N
metil-pirazina N N N N
trimetil-pirazina S N N N
piridina S N S N
pirrol S S S S
estireno S N S N
tiazol S S S S
metil-tirano N N N N
tiofeno N N N S
2-hexil-tiofeno S N S N
2-pentil-tiofeno N S N N
trans-2-(2-pentenil)furano N S S N
trans-3-nonen-2-ona N S S S
acido undecanoico N N N N
N.° total de compuestos

Detectados: 54 63 66 76

En muestras que tiene aromas a grasa 0 a nata, se detectaron 2,4-decadienal, (E,E)-2,4-nonadienal, (E,E)-2,4-
heptadienal y/o (E,E)-2,4-decadienal en las muestras KPhos6_Corazon de vacuno, MRM_Corazén de vacuno,
MRM_BioLipon95, MRM_NatCholinePC40, Kphos6_Nabina, MRM_Nabina, KPhos6_Acido oleico, KPhos6_Acido
linoleico y MRM_Acido linoleico. Para (E,E)-2,4-decadienal, la mayor intensidad de sefial fue en la muestra
MRM_NatCholinePC40, seguido por las muestras MRM_Acido linoleico, KPhos6_Acido linoleico, MRM_Corazén de
vacuno, MRM_BioLipon95, KPhos6_Corazén de vacuno, MRM_Acido oleico y KPhos6_Acido oleico. Para (E,E)-2,4-
heptadienal, la mayor intensidad de sefial fue en la muestra MRM_NatCholinePC40 seguido por la muestra
MRM_Nabina. También se detectd (E,E)-2,4-heptadienal en las muestras MRM_BioLipon95, MRM_Corazén de
vacuno y MRM_Acido linoleico. Para (E,E)-2,4-nonadienal, la mayor intensidad de sefial fue en las muestras
MRM_Nabina y MRM_Acido linoleico. (También se detecté E,E)-2,4-nonadienal en las muestras Kphos6_Nabina,
MRM_NatCholinePC40, MRM_BioLipon95, MRM_Corazon de vacuno y KPhos6_Acido linoleico. Para 2,4-
decadienal, la mayor intensidad de sefial fue en la muestra MRM_Acido linoleico. También se detect6 2,4-decadienal
en las muestras KPhos6_Acido linoleico, MRM_Nabina y KPhos6_Acido oleico.

En muestras que tienen aromas a tierra o a setas, se detectaron 3-octen-2-ona, 1-octen-3-ona, 3-octanona y/o 1-
octen-3-ol en las muestras KPhos6_Corazéon de vacuno, MRM_Coraz6n de vacuno, Kphos_BioLipon95,
MRM_BioLipon95, Kphos_NatCholinePC40, MRM_NatCholinePC40, MRM_Nabina, KPhos6_Acido oleico,
MRM_Acido oleico, KPhos6_Acido linoleico y MRM_Acido linoleico. Para 1-octen-3-ol, la mayor intensidad de sefial
fue en la muestra MRM_Acido linoleico, seguido por las muestras MRM_NatCholinePC40, KPhos6_Acido linoleico,
MRM_Corazén de vacuno, KPhos6_Corazén de vacuno, MRM_Nabina, MRM_BioLipon95, KPhos6_Acido oleico y
MRM_Acido oleico. Se detectdé 3-octanona en las muestras MRM_Acido oleico, KPhos6_Acido linoleico y
MRM_Acido linoleico. Para 1-octen-3-ona, la mayor intensidad de sefial fue en las muestras MRM_Acido linoleico y
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MRM_Corazoén de vacuno, seguido por las muestras KPhos6_Acido linoleico, MRM_NatCholinePC40,
KPhos6_Corazén de vacuno, MRM_BioLipon95, MRM_Acido oleico y KPhos6_Acido oleico. Para 3-octen-2-ona, la
mayor intensidad de sefial fue en la muestra KPhos6_Acido linoleico, seguido por las muestras MRM_Acido
linoleico, MRM_NatCholinePC40, KPhos6_Corazén de vacuno, KPhos6_Acido oleico, MRM_Acido oleico,
MRM_Corazon de vacuno, MRM_BioLipon95, MRM_Nabina, Kphos_BioLipon95 y Kphos_NatCholinePC40. Se
detect6 pirazina en las muestras MRM_Coco, MRM_C18, MRM_C14 y MRM_BioLipon95.

En muestras que tienen un aroma a nueces y a tostado, tiazol y 2-acetiltiazol fueron los compuestos mas
abundantes detectados, junto con pirazina, metil-pirazina, trimetil-pirazina y 3-etil-2,5-dimetilpirazina. Se detect6 2-
acetiltiazol en todas las muestras con MRM y fue el mas abundante en muestras con MRM_Corazén de vacuno,
MRM_biolipon95, MRM_Nabina y MRM_coco. Se creé tiazol en muestras con MRM-Coco, MRM_Corazén de
vacuno, MRM_Biolipon95, MRM_C14, MRM_C18, MRM_Nabina, MRM_Acido oleico y MRM_Acido linoleico y
MRM_NatCholinePC40. Estaba presente pirazina en la mayor cantidad en muestras con MRM-Coco, seguido por las
muestras MRM_Corazén de vacuno, MRM_Biolipon95, MRM_C14, MRM_C18, MRM_Nabina que tienen
aproximadamente igual cantidad, las muestras MRM_Acido oleico y MRM_Acido linoleico tenian incluso menos.
Estaba presente metil-pirazina en MRM_Biolipon95 y MRM_Coco. 3-etil-2,5-dimetil-pirazina y trimetil-pirazina,
estaban presentes solo sin fosfolipidos en la MRM.

En muestras que tienen aromas a verde, vegetales o hierbas, se detectaron 1-heptanol, 1-hepten-3-ol, 1-hexanol,
(E)-2-heptenal, (Z2)-2-heptenal, (E)-2-hexenal, 2-pentil-furano y/o heptanal en las muestras KPhos6_Corazon de
vacuno, MRM_Corazén de vacuno, Kphos_BioLipon95, MRM_BioLipon95, Kphos_NatCholinePC40,
MRM_NatCholinePC40, Kphos_C14, MRM_C14, Kphos_C18, MRM_C18, MRM_Nabina, MRM_Coco,
KPhos6_Acido oleico, MRM_Acido oleico, KPhos6_Acido linoleico y MRM_Acido linoleico. Para 2-pentil-furano, la
mayor intensidad de sefial fue en la muestra KPhos6_Corazon de vacuno, seguido por las muestras KPhos6_Acido
linoleico, MRM_BioLipon95, MRM_Acido linoleico, MRM_Corazén de vacuno, MRM_Acido oleico,
MRM_NatCholinePC40, MRM_Nabina, KPhos6_Acido oleico y Kphos_NatCholinePC40. Para (E)-2-heptenal, la
mayor intensidad de sefial fue en las muestras MRM_Corazén de vacuno, MRM_Nabina, MRM_Acido oleico y
KPhos6_Acido linoleico, seguido por las muestras KPhos6_Acido oleico, MRM_BioLipon95, KPhos6_Corazén de
vacuno, MRM_Acido linoleico, MRM_NatCholinePC40, Kphos_BioLipon95 y Kphos_NatCholinePC40. Para (Z)-2-
heptenal, la mayor intensidad de sefal fue en la muestra MRM_Acido linoleico. También se detecté MRM_Acido
linoleico en la muestra KPhos6_Acido linoleico. Para heptanal, la mayor intensidad de sefial fue en la muestra
MRM_Acido oleico, seguido por las muestras KPhos6_Acido oleico, MRM_C14, MRM_C18, MRM_Nabina,
MRM_Corazén de vacuno, MRM_NatCholinePC40, MRM_Acido linoleico y KPhos6_Corazén de vacuno. Para, (E)-
2-hexenal, la mayor intensidad de sefial fue en la muestra MRM_Acido linoleico, seguido por las muestras
MRM_NatCholinePC40, KPhos6_Acido linoleico y MRM_Acido oleico.

Ejemplo 11 - Creacion de los sabores a carne de vacuno usando mezclas complejas de precursores

Se prepard una formulacién (la “Magic Mix” (mezcla magica), véase la tabla 13 que contiene las concentraciones
estimadas de aminoacidos, azucares y otras moléculas pequefias en carne de vacuno basandose en sus valores
notificados en la bibliografia. La Magic Mix se prob6 para verificar su capacidad para producir sabores a carne en
presencia de leghemoglobina (LegH). Se afiadieron la Magic Mix y el 1% de LegH p/v al sustituto de carne, pH 6,0
(véase la tabla 4) y se horned en un horno de conveccién durante 7 minutos a 160°C. Se prepard una muestra de
control afiadiendo el 1% de LegH p/v al sustituto de carne, pH 6,0 y horneando en un horno de conveccién durante 7
minutos a 160°C.

Se comparé la muestra de sustituto de carne que contenia solo LegH con la muestra de sustituto de carne que
contenia la Magic Mix y LegH por un panel sensorial y analisis mediante CG-EM. Cinco degustadores clasificaron los
sustitutos de carne saborizados para el grado de sabor a carne de vacuno, grado de amargor y niveles de sabores
sabrosos y sabores desagradables. Se clasificd cada propiedad en una escala de 7 puntos en la que 7 era la mayor
cantidad de la propiedad especificada (por ejemplo, una carne picada de vacuno 80:20 convencional se clasificaria
como 7 en la escala de sabor a carne de vacuno). Se calificé el sabor de la Magic Mix un punto mayor en cuanto a la
caracteristica de sabor a carne de vacuno que la muestra solo de LegH (figura 1).

Para determinar qué productos quimicos se produjeron tras calentar, se prepard una disolucién de Magic Mix con el
1% de LegH p/v a pH 6,0. Se cocinaron las muestras con agitacion a 150°C durante tres minutos, luego se realiz6
microextracciéon en fase solida (SPME) durante doce minutos a 50°C para extraer los compuestos volatiles por
encima de la cdmara anterior de la reaccion. Se us6 un algoritmo de busqueda para analizar el tiempo de retencion
e informacién de huella dactilar de masas de los compuestos volatiles y se asignaron nombres quimicos a los picos.
La tabla 14 muestra los compuestos identificados tanto en muestras de Magic Mix + LegH (MM, promedio de dos
muestras) como de LegH sola en tampoén (LegH, promedio de cinco muestras). Los compuestos en la tabla 14 se
enumeran en orden de tiempo de retencion (T. R., en segundos), y se designan como que tienen un area de pico
cero (0) o un area de pico promedio pequefia (S), media (M) o grande (L). Se identificaron cientos de compuestos
entre las muestras, muchos de los cuales son caracteristicos del aroma a carne de vacuno, incluyendo pero sin
limitarse a 1,3-bis(1,1-dimetiletil)-benceno, 2-metil-3-furantiol y disulfuro de bis(2-metil-4,5-dihidro-3-furilo), que
aumentaron en las muestras que contenian Magic Mix y LegH.

26



10

Tabla 13

ES 2 662 586 T3

Entidades quimicas afiadidas a Magic Mix

Entidad quimica mM
Alanina 5,6
Arginina 0,6
Asparagina 0,8
Aspartato 0,8
Cisteina 0,8
Acido glutamico 3,4
Glutamina 0,7
Glicina 1,3
Histidina 0,6
Isoleucina 0,8
Leucina 0,8
Lisina 0,7
Metionina 0,7
Fenilalanina 0,6
Prolina 0,9
Treonina 0,8
Tript6fano 0,5
Tirosina 0,6
Valina 0,9
glucosa 5,6
Ribosa 6,7
Maltodextrina 5,0
Tiamina 0,5
GMP 0,24
IMP 0,6
Acido lactico 1,0
Creatina 1,0
NaCl 10
KCI 10
Kphos pH 6,0 10

TABLA 14

Compuestos identificados con andlisis mediante CG-EM en muestras con MM vy LegH o LegH sola (promedio de

cinco muestras)

Nombre MM con | LegH

T.R. (s) LegH sola
248 acetaldehido L S
256,3 disulfuro de carbono L S
264,3 sulfuro de dimetilo S 0
265 éster isobutilico y pentilico del acido oxalico M 0
268,1 2,3,4-trimetil-pentano M 0
269,2 metanotiol S 0
2834 propanal M 0
285,4 octano M 0
287,1 furano M 0
295,3 2-metil-propanal L S
297,6 acetona L S
319,3 2-propenal M S
338,1 2-metil-furano M S
342,1 butanal L S
344,2 2,4-dimetil-1-heptene M 0
346,3 metacroleina M 0
357,4 metil-tiirano L 0
360,2 3-metil-furano S 0
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363,7 butanona L S
368,9 2,3-dihidro-5-metil-furano M S
376,4 2-metil-butanal L M
381,1 3-metil-butanal L M
390,6 alcohol isopropilico 0 S
399,6 etanol L M
406,2 éster metilico del acido 2-propenoico M 0
408,2 benceno S 0
414.,4 metil vinil cetona M 0
416,4 2,2,4,6,6-pentametil-heptano M 0
422,6 2-etil-furano S 0
438,4 2-etilacroleina M 0
449,9 2-pentanona S 0
453,2 pentanal/2,3-butanodiona L 0
453,8 2,3-butanodiona L M
472.,8 4. 7-dimetil-undecano M S
485,9 2-metil-pentanal M 0
492,6 2-metil-1-penten-1-ona S 0
496,6 (E)-3-penten-2-ona M 0
508,6 1-penten-3-ona M 0
510,6 triclorometano M M
520,4 p-ditiano-2,5-diol M 0
525,5 3-metil-pentanal M 0
535,1 (E)-5-deceno M 0
536,5 tolueno M S
537,9 2-butenal M S
543,8 4-penten-2-ona M 0
550,8 tiolacetato de metilo M 0
683,7 p-xileno S 0
727,4 dimetil-selenona M 0
738,3 disulfuro de metilo e isopropilo M 0
755 2-heptanona M 0
758,7 heptanal L 0
781,9 1,3-diisopropoxi-1,3-dimetil-1,3-disilaciclobutano | S M
789,4 3-metil-2-butenal M 0
7934 4-metil-2-heptanona M 0
810,4 pirazina M 0
818,8 isotiazol S 0
827,1 acetil-valerilo M 0
831,8 2-pentil-furano L 0
851 2-metil-tiazol S 0
853,3 isotiocianato-metano S 0
870,9 tiazol L 0
879,2 estireno M 0
890,7 1-(metiltio)-propano M 0
895,6 metil-pirazina M 0
910,5 éster metilico del acido tiocianico S 0
918,6 4-metiltiazol M 0
921.,4 2-octanona M 0
923,9 2-metil-ciclopentanona M 0
927,9 octanal L S
934,3 tridecano M 0
948,8 trans-2-(2-pentenil)furano S 0
961,9 1-hidroxi-2-propanona M 0
974,5 (E)-2-heptenal M 0
987,4 5-metil-1-undeceno M 0
993,8 2-hexil-furano M 0
1007,8 | 7-metil-(E)-5-undeceno M 0
1024,1 2-metil-5-(metiltio)-furano, S 0
1058,6 2-butil-1-deceno M 0
1079,3 | trisulfuro de dimetilo L S
1085,3 2-nonanona M 0
1093,2 Nonanal L M
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1142,3 | 1,3-bis(1,1-dimetiletil)-benceno M 0
1149,6 | (E)-2-octenal M 0
1164,5 1-heptanol M 0
1193,5 metional L 0
1198,8 | acido acético M S
1207,2 | furfural M 0
12421 2-decanona M 0
1250,8 decanal M 0
1265,2 1-decen-3-ona M 0
1283,3 | pirrol M 0
1292,6 | 5-etenil-4-metil-tiazol M 0
1294,3 | benzaldehido L M
1303,7 2-n-octilfurano M 0
1305,6 | (E)-2-nonenal M 0
1341,4 1-octanol M 0
1361,1 | 2-metil-1(H)-pirrol S 0
1391,7 | 2-undecanona M 0
1401,2 | (E)-2-octen-1-ol M 0
1448 butirolactona S S
1456,3 | (E)-2-decenal M 0
1462,4 | fenilacetaldehido L S
1466,3 | 2-acetiltiazol L 0
1471,3 | acetofenona M S
1475,4 1-nonanol M 0
1487 disulfuro de metilo y (metiltio)metilo M 0
1497,1 | 5-(2-cloroetil)-4-metiltiazol L 0
14975 | 1-(etiltio)-2-(metiltio)-buta-1,3-dieno L S
1512 3-tiofenocarboxaldehido M 0
1518,8 2-nonen-4-ona M 0
1531,7 2-tiofenocarboxaldehido S 0
1543,9 | dodecanal M 0
1551,6 4-etil-2-metil-pirrol S 0
1558,2 | 3-(metiltio)-propanonitrilo S 0
1561,2 3-decen-2-ona M 0
1613,1 disulfuro de bis(2-metil-4,5-dihidro-3-furilo) M 0
1615,6 | 1,10-undecadieno M 0
1619,5 | 2-undecenal S 0
1668,9 | 2-fenilpropenal M 0
1692,3 | acetato de (Z)-3-decen-1-ol M 0
1733,1 3-fenil-furano S 0
éster 4-nitrofenilico del acido 2-
1739,7 | tiofenocarboxilico S 0
1741,2 5-formil-4-metiltiazol M 0
éster isobutilico del acido 2,2,4-trimetil-3-hidroxi-
1749,7 pentanoico M 0
1765,5 | alcohol bencilico S 0
éster isobutilico del acido 2,2,4-trimetil-3-hidroxi-
1774,2 | pentanoico S 0
1796,9 | dodecanal M 0
1806,1 | (1-etil-1-propenil)-benceno S 0
1825,6 1-undecanol M S
1827,9 2-metil-3-furantiol M 0
1828,3 | 2-metil-3-(metiltio)furano M 0
1836,1 | 4-cloro-2,6-bis(1,1-dimetiletil)-fenol S 0
1844,1 fenol S S
1845,3 | [(metilsulfonil)metil]-benceno S 0
1850,3 | (e)-2-tridecen-1-ol M 0
1859,9 | 1-heptil-1,2,3,4-tetrahidro-4-metilnaftaleno S 0
1863,2 | 2,4-decadienal S 0
1905,1 3,3’-ditiobis[2-metil]-furano M 0
1906,9 | Aacido 3,5-di-terc-butilbenzoico S 0
1909,6 | éster etilico del acido 4-etoxi-benzoico S 0
1921,5 | 3-(fenilmetil)-2,5-piperazindiona S 0
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1944,5 | 9-octadecenal

1959,7 3,5-bis(1,1-dimetiletil)-fenol

1968,4 4-metil-5-tiazol-etanol

2007,8 1,1’-(1,2-ciclobutanodiil)bis-cis-benceno
2019,8 | acido benzoico

2026,4 | 4-quinolincarboxaldehido

2027,8 m-aminofenilacetileno

A2 E 4
olo|ln|o|n|n|o

Ejemplo 12 — La clorina ferrosa cataliza la produccién de la compuestos con sabor similar a carne

Se afadieron espinacas verdes frescas (10 Ib) a 500 ml de agua y se trituré finamente en una batidora Vitamix para
producir 2 | de suspensién de color verde. Se afiadié acetona (8 I) con mezclado y se permitié que se extrajera el
material durante 1 hora. Se filtré el material a través de papel de filtro de Whatman y se elimind la acetona en un
evaporador rotatorio (Buchi). A la suspensién de color verde residual (500 ml) se le afiadieron 2 ml de HCI 10 M,
haciendo que la suspension se volviese de color marrén. A esta se le afiadié 1 g de FeCl;.4H,0 en 10 ml de H,O. Se
agitod la disolucién, luego se dejd a 4°C durante 16 horas. Se extrajo esta suspension con dietil éter (3x50 ml) dando
una fase orgénica de color verde brillante, se lavaron los extractos organicos combinados con disolucién saturada de
cloruro de sodio, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se evaporaron para dejar una pasta negra (1,1 g).
Se disolvio el sedimento en cloroformo para fraccionamiento.

Se almacenaron las fracciones en bruto de clorofila y clorina ferrosa a -20°C. Se fraccionaron los extractos en bruto
mediante cromatografia de liquidos de alta presion de fase inversa (RP-HPLC). Se exponen las condiciones de
HPLC en la tabla 15. Se eluyeron de la columna tanto la clorofila como la clorofila ferrosa con un tiempo de retencién
de pico de 7,6 minutos. Se recogioé el material eluido desde los 7,3 - 8,0 minutos. Se reunieron las fracciones
recogidas y se almacenaron en hielo. Se cromatografiaron de nuevo las fracciones recogidas y mostraron un Unico
pico con tiempo de retencion de 7,6 minutos. Se reunieron las fracciones deseadas, luego se afiadid aceite de
girasol al 10%, se eliminé el metanol en un evaporador rotatorio (Buchi).

TABLA 15

Condiciones de HPLC para purificacién de clorofila y clorina ferrosa a partir del extracto en bruto.

Muestra: Clorofila o clorina de Fe (~ 2 mg/ml en CHCls3)

Sistema: Agilent 1100 con Chemstation

Columna: Zorbax Bonus-RP (4,6 x 250 mm, 5 uM)

Fase movil: acetonitrilo, metanol, acetato de etilo (60:20:20), flujo isocratico
Temperatura: 30°C

Velocidad de flujo: 1,0 ml per minuto

Volumen de inyeccion: | 0,05 ml

Preparacion de reaccién de formacién de sabor que contiene clorina ferrosa o leghemoglobina

Se mezcld una disolucion de clorofila ferrosa con Magic Mix (tabla 13) hasta una concentracion final del 0,35% de
clorina ferrosa, el 1% de glicerol, el 0,005% de Tween-20, el 5% de aceite de girasol, NaCl 100 mM, fosfato 20 mM a
pH 6. Se mezcl6 leghemoglobina (al 0,35%) a pH 6 en tampdn fosfato (20 mM), NaCl 100 mM, con Magic Mix (tabla
13), el 1% de glicerol y el 0,005% de Tween-20. Se calentaron las mezclas de reaccion de formacion de sabor hasta
150°C durante 3 minutos; esta reaccion cre6 compuestos con sabor que se sabe que estan presentes en la carne,
creados por hemoglobina y también creado por clorina ferrosa; véase la tabla 16.

Los componentes de sabor y fragancia caracteristicos se produjeron principalmente durante el proceso de cocinado
cuando las moléculas precursoras de sabor reaccionaron con la proteina con grupo hemo o la clorofila ferrosa. Se
evaluaron las muestras mediante CG-EM para identificar los compuestos con sabor generados después de calentar.
Se aislaron los productos quimicos volatiles de la camara anterior alrededor de las reacciones de formacion de
sabor. Se muestran los perfiles de los productos quimicos volatiles en la caAmara anterior alrededor de las mezclas
de reaccion de formacion de sabor que eran similares entre proteina con grupo hemo y clorina ferrosa en la tabla 16.
En particular, muchos de los compuestos creados por la clorina ferrosa son importantes en el sabor de la carne.

TABLA 16

Compuestos con sabor creados tanto por clorina ferrosa como por LegH con Magic Mix.

1-heptanol acetona
1-hexanol acetonitrilo
1-octanol benzaldehido
1-octen-3-ol butanal
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1-octen-3-ona

2-metil-butanal

1-pentanol trisulfuro de dimetilo
2-acetiltiazol acetato de etilo
2-butenal furano
3-metil-2-butenal, 2-etil-furano

(2)-2-decenal

2-hexil-furano

6-metil-2-heptanona

2-pentil-furano

(E)-2-heptenal

furfural

(E)-2-hexenal

heptanal

2-metil-3-furantiol

aminofenilacetileno

(E)-2-nonenal

metacroleina

(E)-2-octenal metional
2-pentanona octanal
1-hidroxi-2-propanona octano

2-tiofenocarboxaldehido

éster dialilico del
acido oxalico

2-undecenal

2,3-butanodiona

3-metil-3-buten-2-ona

2-metil-propanal

3-tiofenocarboxaldehido

pirazina

(E)-4-octeno,

2,3-dimetil-pirazina

metil-pirazina

2,5-dimetil-pirazina

Tiazol

Ejemplo 13 - Creacién de sabor por hemina inmovilizada

Preparaciéon de CM Sepharose unida a hemina.

Se cargaron 200 mg de hemina bovina (Sigma Aldrich) en un vial para centelleo. Se afadieron una pequefia barra
de agitacién magnética, 800 pl de acetonitrilo, 64 ul de 4-metilmorfolina y 71 mg de N-hidroxisuccinimida en ese
orden. Se puso el vial en un bafio de hielo se enfrid bruscamente y luego se afiadieron 118 mg de clorhidrato de N-
(3-dimetilaminopropil)-N’-etil-carbodiimida con agitacion, seguido por 845 ul de Jeffamine ED900. Esto se agitd
mientras se permitia que la mezcla negra se calentase hasta la temperatura ambiente. Se afiadio cloroformo (10 ml)
a la mezcla seguido por agua (4 ml). Se us6 una linterna para distinguir entre las fases orgénica y acuosa puesto
que ambas eran negras y se retir6 mediante pipeteo la fase organica y se concentré para dar un aceite de color
negro oscuro. Se disolvio el aceite en una mezcla 4:1 de acetonitrilo y etanol para producir una disoluciéon de una
concentracion de aproximadamente el 10% que era de color tinta negra.

Se hincharon 2 ml de agua y se equilibraron y se equilibré la CM Sepharose en una minicolumna de BioRad con 3
volimenes de acetonitrilo. Se resuspendio la resina en 1 ml acetonitrilo y se pipeted a un vial para centelleo. Esto
estuvo seguido por 44 microlitros de 4-metilmorfolina, 23 mg de N-hidroxisuccinimida y 39 mg de clorhidrato de N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etil-carbodiimida solido. Se agit6 la mezcla en vértex vigorosamente y luego se agité durante
tres horas. A este sélido blanco se le afiadieron 570 microlitros de diamina acoplada a hemina de concentracion del
de 20% de color tinta negra. Se agitd el sélido negro en vortex y se agité durante una hora. La suspension se
parecia enormemente al café turco. Se vertié la mezcla en una minicolumna de BioRad y se filtrd, se lavo con
acetonitrilo hasta que lo que salia ya no se parecia al café expreso, luego se cambié a agua desionizada y
finalmente tampon carbonato de sodio 20 mM pH 9. Se lavo el sélido negro hasta que el efluente fluia claro y luego
se resuspendio en 2 ml de tampdn para almacenamiento hasta su uso.

Reaccién de formacién de sabor

Se cre0 la reaccién de formacién de sabor con proteina con grupo hemo (mioglobina equina - Sigma) al 0,35% en un
tampon fosfato (20 mM) a pH 6,0 con NaCl 100 mM, se mezcl6 esto con Magic Mix (tabla 13). Se cre6 otra reaccion
de formacién de sabor con hemina inmovilizada al 0,35% en un tampon fosfato (20 mM) a pH 6,0 con NaCl 100 mM,
se mezclo esto con Magic Mix (tabla 13). Se calentaron las mezclas de reaccién de formacién de sabor hasta 150°C
durante 3 minutos; esta reaccion cred compuestos con sabor que se sabe que estan presentes en la carne.

Los componentes de sabor y fragancia caracteristicos se produjeron principalmente durante el proceso de cocinado
cuando las moléculas precursoras de sabor reaccionaron con la proteina con grupo hemo o la hemina inmovilizada.
Se evaluaron las muestras mediante CG-EM para identificar los compuestos con sabor generados después de
calentar. Se aislaron los productos quimicos volatiles de la cAmara anterior alrededor de las reacciones de formacion
de sabor. Tal como puede observarse en la tabla 17, la hemina inmovilizada catalizé la produccién de compuestos
similares a aquellos cuya produccién estaba catalizada por mioglobina libre en disolucién. En particular, los perfiles
de compuestos con sabor, medidos mediante CG-EM, producidos mediante cocinado de mezclas que contenian la
hemina inmovilizada y la proteina con grupo hemo, respectivamente, eran muy similares.
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TABLA 17

Compuestos con sabor producidos mediante cocinado de mezclas que contenian o bien mioglobina libre en
disolucién o bien hemina acoplada a un soporte sélido

Compuesto con sabor mioglobina hemina-ligador-resina
2-metil-5-(metiltio)-tiofeno Bajo
dihidro-5-propil-2(3H)-furanona Bajo

octano Bajo

pirrol Bajo Bajo
Metanotiol Bajo Bajo
2-tiofenocarboxaldehido Bajo Bajo
metil-pirazina Bajo Bajo
1-hidroxi-2-propanona Bajo Bajo
propanal Bajo Bajo
tiofeno Bajo medio
piridina Bajo Bajo
2-metil-furano Bajo medio

éster butilico y propilico del &cido oxdlico Bajo Bajo
pirazina medio Bajo

éster dialilico del 4cido oxalico medio medio
2-butenal medio grande
furfural medio medio
nonanal medio medio
2-etil-furano medio Bajo

etanol medio muy grande
terc-butanol medio

3,3-ditiobis[2-metil]-furano medio medio
m-aminofenilacetileno medio medio
2,5-dihidro-3,4-dimetil-furano medio medio
2-acetiltiazol medio medio
ciclohexano medio

etil terc-butil éter medio

disulfuro de carbono medio medio
tiazol medio medio
acetonitrilo medio grande
2-pentil-furano medio Bajo
3-tiofenocarboxaldehido medio medio
2-metil-butanal medio medio
tiazol medio grande
2-metil-3-furantiol grande grande
2-propenal grande grande
3-metil-2-butenal grande medio
2-metil-3-(metiltio)furano grande grande
acetato de etilo grande medio
metacroleina grande medio
metil-tiirano grande grande
metional grande grande
alcohol metilico grande medio
2-butanona grande Bajo
2,3-butanodiona grande medio
acetona grande grande
furano grande medio
benzaldehido grande medio
tiolacetato de metilo grande medio
acetaldehido muy grande muy grande
2-metil-propanal muy grande muy grande
trisulfuro de dimetilo muy grande muy grande
3-metil-butanal muy grande muy grande
propil-ciclopropano medio
(E)-2-octenal medio
2-n-propilaziridina medio
tiirano medio
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formiato de etilo medio

metil vinil cetona medio

éster etilico del acido 2-propenoico medio
1-nonanol grande
1-octeno grande
1-heptanol grande
1-dodeceno grande
forona muy grande

Ejemplo 14.

La combinacion de precursores con proteinas con grupo hemo dirige las reacciones de formacion de sabor.

Se compararon tres muestras: mezcla de precursores sola, el 1% de proteina con grupo hemo sola y mezcla de
precursores con el 1% de grupo hemo. La mezcla de precursores se componia de glucosa (20 mM), ribosa (20 mM),
cisteina (10 mM), tiamina (1 mM) y &cido glutamico (1 mM). Se prepararon todas las reacciones a pH 6,0, y se
calentaron hasta 150°C durante 3 minutos. Estas tres muestras se aplicaron por duplicado. Se evaluaron estas
muestras mediante CG-EM para determinar los compuestos con sabor generados. Los componentes de sabor y
fragancia caracteristicos se produjeron principalmente durante el proceso de cocinado en el que los precursores
podian reaccionar la proteina con grupo hemo. Se evaluaron estas muestras mediante CG-EM para determinar los
compuestos con sabor generados y se evaluaron para determinar la experiencia sensorial. Se aislaron los productos
quimicos volétiles de la camara anterior alrededor de la reaccién de formacién de sabor. Se indican los compuestos
con sabor creado en cada muestra en la tabla 18. Tal como se muestra, la mayor parte de las moléculas con sabor
se crearon cuando se combinan los precursores con la proteina con grupo hemo.

Tabla 18

Moléculas con sabor creadas por la combinacién de LegH y mezcla de precursores.

Mezcla de Mezcla de
Compuesto precursores LegH precursores + LegH
disulfuro de carbono medio medio alto
alcohol isopropilico medio medio bajo
2-metil-furano bajo bajo
butanal bajo medio
tiofeno bajo bajo
2,3-butanodiona bajo bajo alto
furano bajo medio
2,4-dimetil-1-hepteno alto alto
acetona alto alto
trisulfuro de dimetilo medio medio
2-metil-heptano medio medio
2-pentanona medio
pentanal medio medio
2-pentil-furano medio medio
2-metil-propanal bajo alto
2-acetil-1-propeno bajo bajo
2-metil-butanal bajo medio
1,3-dimetil-benceno bajo bajo
octano bajo bajo
benceno bajo bajo
benzaldehido muy alto
2-butanona muy alto
furfural muy alto
tiazol alto
nonanal alto
tiazol alto
2-acetiltiazol medio
3-metil-butanal medio
(2)-2-heptenal medio
heptanal medio
metil-tiirano medio
3-etil-pentano medio
fenilacetaldehido medio
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2-hexil-furano medio
2-nonanona medio
propanal medio
pirazina medio
(Z2)-2-heptenal medio
2-metil-1-hepteno medio
2-etil-furano medio
Octanal medio
(E)-4-octeno bajo
(E)-2-octenal bajo
2-metil-tiazol bajo
2-propenal bajo
1-octen-3-ona bajo
1-octeno bajo
2-octanona bajo
sulfuro de dimetilo bajo
3-pentil-furano bajo
2-n-octilfurano bajo
2-pentil-tiofeno bajo
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REIVINDICACIONES
Sucedaneo de carne que comprende:

a) una proteina que contiene grupo hemo; y

b) al menos dos moléculas precursoras de sabor seleccionadas del grupo que consiste en glucosa,
fructosa, ribosa, arabinosa, glucosa-6-fosfato, fructosa-6-fosfato, fructosa-1,6-difosfato, maltosa,
galactosa, lactosa, xilosa, sacarosa, maltodextrina, tiamina, cisteina, cistina, un sulfoxido de
cisteina, alicina, selenocisteina, metionina, isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, treonina,
triptéfano, 5-hidroxitriptéfano, valina, arginina, histidina, alanina, asparagina, aspartato, glutamato,
glutamina, glicina, prolina, serina y tirosina;

en el que se proporciona un gusto y olor a carne al sucedaneo de carne durante el proceso de
cocinado.

Sucedaneo de carne segun la reivindicacion 1, en el que la proteina que contiene grupo hemo es una
proteina que contiene grupo hemo vegetal, una proteina que contiene grupo hemo de mamifero, una
proteina que contiene grupo hemo de levadura u hongo filamentoso, o una proteina que contiene grupo
hemo de bacteria o arquea.

Sucedaneo de carne segun la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en el que la proteina que contiene grupo
hemo es una leghemoglobina, opcionalmente una leghemoglobina de soja, alfalfa, altramuz, haba, guisante,
caupi o altramuz azul.

Sucedaneo de carne segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la proteina que
contiene grupo hemo se produce de manera recombinante, se sintetiza quimicamente o se traduce in vitro.

Sucedaneo de carne segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la proteina que
contiene grupo hemo comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al
menos el 80% con un polipéptido expuesto en SEQ ID NO: 1-26.

Sucedaneo de carne segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la proteina que
contiene grupo hemo esté aislada.

Sucedaneo de carne segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la proteina que
contiene grupo hemo esta aislada y purificada.

Sucedaneo de carne segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas un
aceite de calidad alimentaria, un agente de condimento, un agente saborizante, una proteina, un
concentrado de proteina, un emulsionante, un agente gelificante o una fibra.

Sucedaneo de carne segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho sucedaneo
de carne esta libre de productos animales.

Sucedaneo de carne segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el gusto y el olor de
la carne es el gusto y el olor de la carne de vacuno.

Método para conferir un sabor similar a carne de vacuno a un sucedaneo de carne, que comprende poner
en contacto dicho sucedaneo de carne con una composicion saborizante, comprendiendo dicha
composicién saborizante:

i) una proteina que contiene grupo hemo; y

ii) al menos dos moléculas precursoras de sabor seleccionadas del grupo que consiste en glucosa,
fructosa, ribosa, arabinosa, glucosa-6-fosfato, fructosa-6-fosfato, fructosa-1,6-difosfato, maltosa,
galactosa, lactosa, xilosa, sacarosa, maltodextrina, tiamina, cisteina, cistina, un sulféxido de
cisteina, alicina, selenocisteina, metionina, isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, treonina,
triptéfano, 5-hidroxitriptéfano, valina, arginina, histidina, alanina, asparagina, aspartato, glutamato,
glutamina, glicina, prolina, serina, tirosina;

en el que después de calentar conjuntamente dicho sucedaneo de carne y dicha composicion
saborizante, se confiere un sabor similar a carne de vacuno a dicho sucedaneo de carne.

Método segun la reivindicaciéon 11, en el que la proteina que contiene grupo hemo es una proteina que
contiene grupo hemo vegetal, una proteina que contiene grupo hemo de mamifero, una proteina que
contiene grupo hemo de levadura u hongo filamentoso, o una proteina que contiene grupo hemo de
bacteria o arquea.

Método segun la reivindicacion 11 o 12, en el que la proteina que contiene grupo hemo es una
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leghemoglobina, preferiblemente una leghemoglobina de soja, alfalfa, altramuz, haba, guisante, caupi o
altramuz azul.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 - 13, en el que la proteina que contiene grupo
hemo se produce de manera recombinante, se sintetiza quimicamente o se transcribe y se traduce in vitro.

Método segln una cualquiera de las reivindicaciones 11 - 14, en el que la proteina que contiene grupo
hemo comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 80%
con un polipéptido expuesto en SEQ ID NO: 1-26.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 11-15, en el que la proteina que contiene grupo hemo
esta aislada.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 - 16, en el que la proteina que contiene grupo
hemo est4 aislada y purificada.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 11-17, en el que el sucedaneo de carne esté libre de
productos animales.
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FIGURA 1

SEQ ID NO:1 Vigna radiaia

MTTTLERGFTEEQEALVVESWNVMEKNSGELGLRFFLKIFEIAPSAQKLEFSFLRDSTVP
LEONPELKPHAVSVFVMTCDSAVOLREAGKVTVRESNLEKLGATHFRTGVANEHFEVTK
FALLETIKEAVPEMWS PAMKNAWGEAYDOLVDAIRKYEMKEPPSS

SEQ ID NO:2 Merthvlacidiphilim infernorum

MIDOKEKELIKESWKRIEPNKNEIGLLFYANLFKEEPTVSVLFONPI SSOSRKLMOVLG
ILVQGIDNLEGLI PTLODLGRRHKQYGVVDSHY PLVGDCLLKS IQEYLGQGFTEEAKAR
WTKVYGIAAQVMTAE

SEQ ID NO:3 Aguifex acolicus

MLSEETIRVIKSTVPLLEEHGTEITARMYELLFSKY PRTKELFAGASEEQPEKLANATI
AYATYIDRLEELDNAISTIARSHVERENVEPEHYPLVEECLLOAIEEVLNPGEEVLEAWE
EAYDFLAKTLITLEKELYSQP

SEQ ID NO:4 Glycine max

MGAFTEKOEALVSSSFEAFKANIPOYSVVEYTSILEKAPAAKDLFSFLENGVDPSNPEL
TGHAEKLFGLVRDSAGOLEANGTVVADAALGSTHAQKATTDPOQFVVVKEALLKTIKEAV
GDEWSDELSSAWEVAYDELAAAIKEAF

SEQ 1D NO:5  Hordeum vulgare

MSAAEGAVVESEEKEALVLESWAIMKKDSANLGLRFFLKIFEIAPSARQMEPELRDSDV
PLETNPELEKTHAVSVFVMTCEAARQLRKAGK ITVRETTLKRLGGTHLEYGVADGHFEVT
RFALLETIKEALPADMWGPEMENAWGEAY DQLVAATKQEMEPAE

Magraporthe orvzae, (SEQ 1D NO:6)

1 mdgavrldwt gldltgheih dgvpiasrvg vmvsfplfkd ghiimsskes psrksstigg
61 atrngscged tgkgglppvg ekpkpvkenp mkklkemsgr plptghgdgt yptekkltgl
121 gedlkhirgy dvktllamvk sklkgekikd dktmimervm glvarlptes kkraeltdsl
181 inelwesldh pplnylgpeh syrtpdgsyn hpfnpglgaa gsryarsvip tvippgalpd
241 pglifdsimg rtpnsyrkhp nnvssilwyw atiiihdifw tdprdintnk sssyldlapl
301 ygnsgemgds irtfkdgrmk pdeyadkrla gmppgvsvll imfnrfhnhv aenlalineg
361 grfnkpsdll egeareaawk kydndlfgva rilvisglyin itlvdyvrni vnlnrvdttw
421 tldprgdaga hvgtadgaer gtgnavsaef nlcyrwhsci sekdskfvea gfgnifgkpa
481 sevrpdemwk gfakmegntp adpggrtfgg fkrgpdgkfd dddivrcise avedvagafg
541 arnvpgamkv vetmgiiggr kwnvaglnef rkhfhlkpys tfedinsdpg vaealrriyd
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601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141

hpdnvelypg
nwgykevdyd
fdfeapkyip
ggrkcmaaqgl
asgvfglplk
Iveanvklin
amvpngagvf
syreaavddv
vgphaclgrd
pfpvtmrvmw

lvaeedkgpm
lsvnhgcvEy
prvnitsygg
vkdgwteavk
taknptgovft
kipwsrgmfv
agavdyylsp
vkedngrgvp
asgiaitemf
dde

Fusarium oxysporum (SEQ ID NO

1
61
121
181
241
301
361
421
481

mkgsatlafa
gntaewlrta
asdltalgtv
emtamvacgh
plvasknatf
ydvrpyitel
fgggtstfgag
lyglggscav
atgkkssgyt

lvgfsaasql
fhdaithdak
lavgacngpr
aiggvhsvdf
hsdkrifdnd
slnnknkihf
evfanfefdt
leklpnaplv
gfgaktmfee
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vpgvgiapty
klfirafpnh
aeyiletqgek
afyagmmeel
egemygilaa
gkpakdepls
agmhyipeih
vkagdrvtvs
rclfrrrnvr

:7)

vwpskwdeve
agtggldasi
ipfragrida
peivgikadp
katmkklstk
tgsvrvritn
tmdakngitk
vtamvrdara
gstyfdivlg

Fusarium graminearum (SEQ ID NO:8)

tisrvvilsda

vcelvrgdrfy

fkgnsvyahy pmvvpsenkr

vkvtwheglg
lvsksyflgn
ifttiffdid
iygktmikgl
mvalgpstpe
fvdaardpkh
rvpgpggelk

dllymgggfn
ywessrpenp
vkagpagvpe
nndtnvpfgk
agfnsmcadi
nirdnndlai
ffigevkpst
kdaltlrvah
gspasgvqgfl

flmgegglkf
nkhrhvdiir
psksfplrtk
kahglsdydi
tdalllgyam
fpdpevvnpr
kvprpggfyv

krgfadalrt
gkafnntfgf
pstnlkdtfa
dvssfhngiv
ltrmidtvpk
nliyvgrdgk
katvthdngk
kkpvkgsivp
tsgampsgcs

ttdftprnlt
ilealgradl
mlsgddplha
dvgnmvhvhf
trevegklak
awshvvptsg
egirlagtfyg
rpakkyihyg
ymredwgglf

cefgsnvpgt
fsgfhnprat
aftkagftke
teylagtskn
svgltpvlea
kvtvptagvt
tggykvddtv
rfgtaitnfk

1 masatrgfar aatratrngf aiaprgvirg qgrryyssep adgksssawiw ltgaavagga

61
121
181
241
301

gyyfygnsas
ydketgtggs
gemlgpaipy
lgrchtdrsg
ialiedkkfk

satakvinps
ngatmrfape
rpgrsdrdvs
ysgpwtfspt
pwvekyakdn

kedygkvyne
sdhganagla
gctpdgrlpd
vlitndyfrll
daffkdfsnv

SEQ ID NO: 9 Chlamydomonas eugametos

MSLFAKLGGREAVEAAVDKFYNKIVADPTVSTYFSNTDMKVORSKQFAFLAYALGGASE
WKGKDMRTAHKDLVPHLSDVHFOAVARHLSDTLTELGVPPEDITDAMAVVASTRTEVLN

MPQO

SEQ ID NO:10 Tetrahymena pyriformis

MNKPOTIYEKLGGENAMKAAVPLEYKKVLADERVKHFFKNTDMDHOTKOQQOTDFLTMLLG
GPNHYKGKNMTEAHKGMNLONLHEFDAT TENLAATLKELGVTDAVINEAAKVIEHTRKDM

LGK

iaarleekdd
aardflgpvk
askrgdhlrg
veekwgwkkw
vlirlfelgvp
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SEQ ID NO:11 Paramecium caudatum

MSLFEQLGGQAAVOAVTAQFYANTIQADATVATFENGIDMPNQTNKTAAFLCAALGGPNA
WTGRNLKEVHANMGVSNAQFTTVIGHLRSALTGAGVAAALVEQTVAVAETVRGDVVTV

SEQ ID NO:12 Aspergillus niger
MPLTPEQIKITIKATVPVLOEYGTKITTAFYMNMSTVHPELNAVENTANQVKGHQARALA

GALFAYASHIDDLGALGPAVELICNKHASLYIQADEYKIVGKYLLEAMKEVLGDACTDD
ILDAWGAAYWALADIMINREAALYKQSQG

SEQ ID NO:13 Zea mays
MALAEADDGAVVEGEEQEATLVLKSWAVMKKDAANLGLRFFLKVFETIAPSAEQMESEFLRD

SDVPLEKNPKLKTHAMSVEVMTCEAAAQTRKAGKVTVRETTLKRLGATHLRYGVADGHE
EVIGFALLETIKEALPADMWSLEMKKAWAEAYSQLVAATKREMKPDA

SEQ ID NO:14 Oryza sativa subsp. japonica
MALVEGNNGVSGGAVSEFSEEQEALVLKSWAIMKKDSANIGLRFFLRKIFEVAPSASQMES

FLRNSDVPLEKNPKLKTHAMSVEVMICEAAAQLRKAGKVITVRDTTLKRLGATHFKYGVG
DAHFEVITRFALLETIKEAVPVDMWS PAMKSAWSEAYNQLVAAIKOEMKPAK

SEQ ID NO:15 Arabidopsis thaliana

MESEGKIVFTEEQEATLVVKSWSVMKKNSAELGLKLFIKIFEIAPTTKKMEFSEFLRDSPIP
AEONPKLKPHAMSVEVMCCESAVOQLRKTGKVTVRETTLKRLGASHSKYGVVDEHFEVAK
YALLETIKEAVPEMWS PEMKVAWGQAYDHLVAATKAEMNLSN
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SEQ ID NO:16 Pisum sativum

MGFTDKOQEALVNSSWESFKONLSGNSILEYTIILEKAPAAKGLESFLKDTAGVEDSPKL
QAHAEQVEFGLVRDSAAQLRTKGEVVLGNATLGATHVORGVTDPHEVVVKEALLOTIKKA
SGNNWSEELNTAWEVAYDGLATATKKAMT

SEQ ID NO:17 Vigna unguiculata

MVAFSDKQEALVNGAYEAFKANIPKYSVVEYTTILEKAPAAKNLESFLANGVDATNPKL
TGHAEKLFGLVRDSAAQLRASGGVVADAALGAVHSQKAVNDAQFVVVKEALVKTLKEAV
GDKWSDELGTAVELAYDELAAATKKAY

SEQ ID NO:18 Bos taurus

MGLSDGEWQLVLNAWGKVEADVAGHGOEVLIRLFTGHPETLEKFDKEFKHLKTEAEMKAS
EDLKKHGNTVLTALGGILKKKGHHEAEVKHLAESHANKHKIPVKYLEFISDATIIHVLHA
KHPSDEFGADAQAAMSKALELFRNDMAAQYKVLGEHG

SEQ ID NO:19 Sus scrofa
MGLSDGEWQLVLNVWGKVEADVAGHGQEVLIRLFKGHPETLEKFDKFKHLKSEDEMKAS
EDLKKHGNTVLTALGGILKKKGHHEAELTPLAQSHATKHKIPVKYLEFISEATTIQVLOS
KH PGDFGADAQGAMSKALELEFRNDMAAKYKELGEFQG

SEQ ID NO: 20 Equus caballus

MGLSDGEWQOVLNVWGKVEADIAGHGOEVLIRLFTGHPETLEKFDKFKHLKTEAEMKAS
EDLKKHGTVVLTALGGILKKKGHHEAELKPLAQSHATKHKIPIKYLEFISDATITHVLHS
KH PGDFGADAQGAMTKALELFRNDIAAKYKELGEFQG

SEQ ID NO: 21 Nicotiana benthamiana
MSSFTEEQEALVVKSWDSMKKNAGEWGLKLFLKIFEIAPSAKKLFSFLKDSNVPL
EQNAKLKPHSKSVFVMTCEAAVQLRKAGKVVVRDSTLKKLGATHFKYGVADE
HFEVTKFALLETIKEAVPEMWSVDMKNAWGEAFDQLVNAIKTEMK

SEQ ID NO: 22 Bacillus subtilis
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MGQSFNAPYEAIGEELLSQLVDTFYERVASHPLLKPIFPSDLTETARKQKQFLTQY
LGGPPLYTEEHGHPMLRARHLPFPITNERADAWLSCMKDAMDHVGLEGEIREFL
FGRLELTARHMVNQTEAEDRSS

SEQ ID NO: 23 Corynebacterium glutamicum

MTTSENFYDSVGGEETFSLIVHRFYEQVPNDDILGPMYPPDDFEGAEQRLKMFLS
QYWGGPKDYQEQRGHPRLRMRHVNYPIGVTAAERWLQLMSNALDGVDLTAEQ
REAIWEHMVRAADMLINSNPDPHA

SEQ ID NO: 24 Synechocystis PCC6803

MSTLYEKLGGTTAVDLAVDKFYERVLQDDRIKHFFADVDMAKQRAHQKAFLTY
AFGGTDKYDGRYMREAHKELVENHGLNGEHFDAVAEDLLATLKEMGVPEDLIA
EVAAVAGAPAHKRDVLNQ

SEQ ID NO: 25 Synechococcus sp. PCC 7335

MDVALLEKSFEQISPRAIEFSASFYQNLFHHHPELKPLFAETSQTIQEKKLIFSLAAI
IENLRNPDILQPALKSLGARHAEVGTIKSHYPLVGQALIETFAEYLAADWTEQLA
TAWVEAYDVIASTMIEGADNPAAYLEPELTFYEWLDLYGEESPKVRNAIATLTH
FHYGEDPQDVQRDSRG

SEQ ID NO: 26 Nostoc commune

MSTLYDNIGGQPAIEQVVDELHKRIATDSLLAPVFAGTDMVKQRNHLVAFLAQIF
EGPKQYGGRPMDKTHAGLNLQQPHFDAIAKHLGERMAVRGVSAENTKAALDR
VTNMKGAILNK

SEQ ID NO: 27 Bacillus megaterium
MREKIHSPYELLGGEHTISKLVDAFYTRVGQHPELAPIFPDNLTETARKQKQFLTQ
YLGGPSLYTEEHGHPMLRARHLPFEITPSRAKAWLTCMHEAMDEINLEGPERDE
LYHRLILTAQHMINSPEQTDEKGFSH
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FIGURA 2

Grado de sabor a carne de vacuno

sin sabor Magic Mix

60900957.doc
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