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“METODO PARA A PRODUCAO DE UM MATERIAL ALIMENTICIO
CONTENDO UMA ALTA QUANTIDADE DE CISTEINA”

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

CAMPO TECNICO DA INVENCAO

A presente inven¢cdo diz respeito a um método para a
fabricacdo de um material alimenticio contendo alta quantidade de cisteina,
caracterizado em que um extrato de levedura é preparado a partir células de
levedura contendo 7y-glutamilcisteina, o extrato é concentrado mediante o
controle da temperatura tdo baixa quanto, mas ndo mais do que 60°C, para
preparar um material alimenticio em uma forma liquida em que a
concentracdo de sélidos ndo seja menor do que 10% e o material alimenticio
resultante seja mantido em 70 a 130°C.

TECNICA ANTERIOR
Documento de Patente 1: Publicagdo Internacional WO 00/

30474
Documento de Patente 2: Patente Japonesa n® 2830415
Documento de Patente 3: Patente Japonesa n® 2903659
Documento de Patente 4: Publicacdo Internacional WO
01/90310

A cisteina e a cistina, que € um dissulfeto de um tipo de 6xido
da cisteina, sdo usadas para os fins de melhorar o sabor do alimento. Na JP-A-
10-136883, existe uma divulgacdo de um método em que o alimento € imerso
em um eletrdlito contendo cisteina e cistina para suprimir a mudanga de cor
do alimento para marrom. De acordo com a inveng¢do, existe uma divulgacao
de que a cistina € reduzida em cisteina em um elétrodo de reducdo, e a
producdo de corante marrom através da producdo de quinina por uma
oxidacdo enzimatica € eliminada pela cisteina. Assim sendo, de modo a
suprimir a descoloracdo do alimento, tal como com o uso da cistina, uma

operacao inconveniente de producdo de cisteina mediante reducdo ¢é
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necessaria. Na Patente Japonesa n® 3246064, existe uma divulgacdo de uma
técnica em que a cisteina € utilizada para a producao de peixe seco. De acordo
com aquela invencdo, existe uma descricdo de que, no peixe seco que é
produzido pela adicdo de um composto contendo enxofre, o sabor ¢é
intensificado e a deterioracdo do sabor ¢ eliminada, e que o efeito por peso é
mais elevado na cisteina do que na cistina. Na Publica¢ido Internacional WO
93/08274, existe uma divulgacio no estado da técnica, em que um residuo de
cisteina preparado pela reducdo do residuo de cistina de um tipo oxidado
contido na proteina animal e vegetal é usado para melhora da massa para pao.
Como tal, a cisteina tem ampla faixa de utilizacdo e alto efeito no uso em
compara¢do com a cistina que € um tipo oxidado da mesma.

Com relacdo a um método para a fabricagcdo de cisteina tendo
tal utilizagdo ampla, um método por decomposicao da proteina, um método
semissintético, etc. foram conhecidos, e os métodos que sdo principalmente
usados no presente sdo um método por decomposicdo da proteina € um
método semissintético. Entretanto, no caso do uso de cisteina para o objeto
acima mencionado, houve uma forte demanda por um material alimenticio
que a contenha em uma quantidade elevada, mas ndo € conhecido até agora
quase nenhum material alimenticio que contenha alta quantidade de cisteina.

Recentemente, tornou-se claro, de acordo com a Publicacao
Internacional WO 00/30474 (Documento de Patente 1), que, quando um
material alimenticio contendo y-glutamilcisteina (daqui em diante podendo
ser abreviada como y-GC) € submetido a um tratamento enzimético ou a um
tratamento de aquecimento sob uma condi¢do especifica, é produzido um
material alimenticio contendo altas quantidades de cisteina e de cistina que é
um dissulfeto de um tipo de 6xido da cisteina. Entretanto, no Documento de
Patente 1, embora a produtividade total da cisteina (daqui em diante podendo
ser referida como Cys) e da cistina, que € um dissulfeto de um tipo de 6xido

da y-GC, seja mencionada, a produtividade da cisteina unicamente, a partir da
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Y-GC, ndo é dada. Como ja mencionado, sabe-se que a cisteina tem um amplo
uso ¢ um efeito elevado em comparacdo com a cistina, € um método para a
producdo de cisteina de uma maneira eficiente € ttil na inddstria. Para a
producao da cisteina e da cistina, que € um dissulfeto de um tipo de 6xido (da
cisteina), mediante um tratamento enzimatico, uma enzima € necessaria e tal
producdo tem custo mais elevado do que a produgao de cisteina e cistina, que
¢ um dissulfeto de um tipo de 6xido (da cisteina), mediante um tratamento de
aquecimento.

Sob tais circunstancias, houve uma forte demanda quanto a um
método melhorado em que a cisteina seja eficientemente produzida a partir de
Y-GC por um tratamento de aquecimento.

Além do Documento de Patente 1, o processo para o
tratamento de aquecimento da y-GC foi também divulgado ao piblico na
Patente Japonesa n® 283415 (Documento de Patente 2), na Patente Japonesa
n® 2903659 (Documento de Patente 3), etc. O Documento de Patente 2 revela
que, quando um sacarideo € adicionado a y-GC seguido por aquecimento, uma
composi¢do de condimento tendo gosto bom e sabor de carne assada é
preparada e o Documento de Patente 3 revelou que, quando um sacarideo é
acrescentado ao extrato de levedura contendo uma certa quantidade de
composto contendo enxofre, tal como a glutamilcisteina, seguido por
aquecimento na auséncia de gordura, um condimento tendo um sabor de carne
assada é preparado. Entretanto, mesmo naqueles Documentos de Patente 2 e
3, ndo existe nenhuma divulgacdo quanto a uma descoberta de que a cisteina
seja eficientemente preparada da y-GC.

PROBLEMAS QUE A INVENCAO DEVE SOLUCIONAR

Sob as circunstincias acima mencionadas relacionadas ao
estado da técnica, um objeto da presente invencdo é fornecer um método em
que a cisteina seja capaz de ser eficientemente produzida a partir da y-GC, e

também um método excelente para a producdo de um material alimenticio
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contendo elevado teor de cistefna a partir do extrato de levedura.
MEIOS PARA SOLUCIONAR OS PROBLEMAS

Incidentalmente, o Documento de Patente 1 revela que,
quando a y-GC é aquecida, a quantidade total de cisteina e de cistina, que é
um dissulfeto de um tipo de 6xido da mesma, é obtida em um rendimento
elevado conforme ja mencionado.

Agora, os presentes inventores confirmaram por experimentos
que a reagdo da y-GC mediante aquecimento procede como uma reacao
intramolecular (referir-se ao Exemplo Experimental 1 que serd mencionado
posteriormente). Portanto, o rendimento de cisteina e seu dissulfeto de um
tipo de 6xido liberado da y-GC mediante uma decomposi¢ao térmica, nao €
dependente da concentragdo de y-GC e, consequentemente, ndo € necessario
concentrar uma solugdo aquosa contendo y-GC. Por outro lado, os compostos
contendo enxofre estdo abundantemente contidos no extrato de levedura e
interagem com a Y-GC (referir-se ao Exemplo Experimental 2, que serd
mencionado posteriormente). Portanto, quando a y-GC é submetida a uma
decomposi¢ao térmica em uma solucao de um material alimenticio tal como o
extrato de levedura contendo compostos que contém enxofre, presume-se que
ocorra uma rea¢ao intermolecular, que seja caracteristica da reacao de duas ou
mais moléculas. Consequentemente, um processo em que a Y-GC seja
submetida a uma decomposi¢ao térmica em uma solugdo de um material
alimenticio, tal como o extrato de levedura, apresenta um mecanismo de
reacdo em que a reacdo intramolecular e a reacdo intermolecular competem.
Quando a reacdo intramolecular e a reacdo intermolecular competem como
tal, a reacdo intermolecular € capaz de ser suprimida pela reducdo da
concentragdo do reagente na solucdo de reacdo. Por outro lado, a prépria
reacdo intramolecular ndo é dependente da concentracdo de um substrato e,
portanto, mesmo que a concentracdo do reagente na solucdo de reacdo seja

reduzida, isso ndo afeta a taxa de reacdo. Consequentemente, a reacao
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intermolecular € suprimida quando a concentracdo do reagente na solucdo de
reacdo € reduzida e, como resultado, a eficiéncia da reac@o intramolecular
aumenta relativamente.

A reacao de ciclizagdo do peptideo pode ser listada como um
exemplo da reacdo em que a reacdo intermolecular e a reacdo intramolecular
venham a competir de tal forma. Quando um peptideo ciclico € sintetizado, é
dada prioridade a uma ciclizacdo intramolecular (reacdo intramolecular) e,
portanto, a reacdo € realizada por uma alta diluicdo ou por gotejamento de
uma solucao de reagente em uma solugdo, por meio do qual a concentragio do
reagente na solucdo de reagdo € reduzida e o peptideo ciclico € sintetizado em
um alto rendimento.

Sob tal fundamento tedrico, em uma decomposi¢ao térmica de
Y-GC em uma solu¢do de um material alimenticio tal como o extrato de
levedura, ele contribui na melhora da produtividade da cisteina e da cistina
que € um dissulfeto de um tipo de 6xido da mesma a partir de y-GC para
conduzir a reagdo sob a condi¢do em que a concentracdo de sélidos de uma
solucao de material alimenticio seja baixa. No Documento de Patente 1, existe
uma descricdo de que, quando a decomposicdo térmica foi realizada apés
dissolu¢do do extrato de levedura em pé contendo 4,5% de y-GC de modo a
tornar a concentracdo de sélidos em 2% na solucdo aquosa resultante, foi
obtido um extrato de levedura em p6 contendo 2% como um todo de cisteina
e cistina que é um dissulfeto de um tipo de 6xido da mesma (referir-se ao
Exemplo 1 do Documento). A produtividade da cisteina e da cistina que € um
dissulfeto de um tipo de 6xido da mesma a partir de y-GC naquele momento
ndo é menor do que 90%, mostrando uma produtividade muito elevada
conforme a teoria acima mencionada.

Em comparacdo com a cistina, a cisteina tem um amplo uso e
um alto efeito em uso, como j4 mencionado e, portanto, € necessario

confirmar a produtividade da cisteina (taxa de conversao em cisteina) sob a
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condicdo mencionada naquele Documento. Portanto, os presentes inventores
converteram o extrato de levedura em p6 contendo y-GC em uma solucdo
aquosa contendo a concentracdo de sélidos de 2% de acordo com o Exemplo
1 daquele Documento, realizaram um tratamento térmico sob a mesma
condicdo e determinaram a taxa de conversdo em cisteina (isto é, o quociente
dos nimeros molares de cisteina na solucdo aquosa termicamente tratada
dividido pelos nimeros molares de y-GC na solucdo aquosa antes do
tratamento térmico), ap6s o que a taxa de conversdo de y-GC em cisteina foi
de cerca de 40%.

De modo a aumentar a taxa de conversao de y-GC em cisteina,
os presentes inventores realizaram uma pesquisa intensiva e, como resultado,
eles observaram que a taxa de conversao de y-GC em cisteina foi capaz de ser
aumentada para até 70% quando o extrato de levedura que continha y-GC era
concentrado juntamente com o controle a baixa temperatura nao maior que 60
°C, para dar um concentrado contendo ndo menos do que 10% de sélidos e,
entdo, submetido a um tratamento de aquecimento mantendo-se em 70 a 130
°C, o que ¢ mais do que a temperatura de concentracdo acima mencionada
preferivelmente em um estado de uma solu¢cdo aquosa, em que a quantidade
existente de um aguicar redutor ndo € maior do que 0,5%, preferivelmente sob
uma condi¢do 4cida ou, mais preferivelmente, em pH de 3,5 a 6, e, a base de
tal achado, a presente inven¢do foi concluida. Tal resultado é inesperado, o
qual € diferente do resultado esperado da reacdo de decomposicdo em uma
solucdo aquosa de y-GC, em que a reacdo intramolecular e a reacdo
intermolecular competem entre si.

Assim, a presente invenc¢ado diz respeito a um método para uma
producdo eficiente de um material alimenticio contendo uma quantidade
elevada de cisteina de extrato de levedura contendo y-GC, o qual compreende
etapas em que um extrato de levedura preparado por um tratamento de células

de levedura € concentrado sob controle a baixa temperatura ndo maior que
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60°C, para dar um concentrado em que uma concentracio de sélidos nio seja
menor que 10% e que entdo seja mantida em 70 a 130°C, o que € mais
elevado do que a temperatura de concentracao acima mencionada (tratamento
de aquecimento), preferivelmente em 70 a 100°C ou, mais preferivel, em 75 a
100°C, de preferéncia sob uma condicao acidica ou, mais preferivelmente, em
pH 3,5 a 6,0 e, preferivelmente, na presenca de uma baixa quantidade de
acucar redutor, ou, sendo-se mais especificos, preferivelmente ndo mais do
que 1% ou, mais preferivel, nao mais do que 0,5% de agtcar redutor.
MODO DE REALIZAR A INVENCAO

A presente invencdo serd agora ilustrada em detalhes como
abaixo.

(1) Primeiramente, a levedura contendo y-GC € suscetivel de
ser obtida como segue:

Nenhuma limitagcdo particular existe quanto a levedura usada
na presente invencdo, na medida em que ela seja uma levedura que contenha
v-GC. E preferfvel usar uma levedura que contenha nio menos do que 1% em
peso de 7-GC (peso de y-GC por peso de célula seca), tendo em vista que um
material alimenticio, preparado de levedura contendo menos do que 1% em
peso de y-GC, tem o cheiro de aroma de levedura, de forma que o material
pode conter alto teor de cys. O peso mdximo de y-GC contido por uma
levedura (peso de y-GC por peso de célula seca) pode ser nao maior que 30%,
uma vez que a Y-GC se localiza na parte soldvel da célula de levedura e quase
1/3 do peso da célula de levedura constitui a parte solivel. Exemplos de tal
levedura sdo uma cepa H4AGSH2 mencionada na Publicacdo Internacional
WO 00/30474 (o Documento de Patente 1 j4 mencionado) e a cepa Na2 e a
cepa Na3 mencionadas na Publicacdo Internacional 01/90310 (o Documento
de Patente 4 ja4 mencionado). Como serd mencionado posteriormente, a y-GC
interage com um composto tendo um grupo SH no extrato de levedura durante

a reacdo de decomposicao, depois que a produtividade de cisteina € reduzida
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e, portanto, é preferivel usar uma levedura em que o teor de glutationa nas
células seja baixo, preferivelmente ndo maior que 0,5% em células de
levedura seca ou, mais preferivel, ndo mais do que 0,1% ou ainda mais, e
preferivelmente usar uma cepa contendo apenas pequena quantidade de
glutationa tendo em vista um equilibrio para o crescimento das células.
Exemplos de tal cepa sdo Saccharomyces cerevisiae tendo uma enzima
sintetizadora da glutationa, em que um residuo de glicina na posi¢ao 387 seja
transformado em um residuo de 4cido aspartico, Saccharomyces cerevisiae
tendo uma enzima sintetizadora da glutationa, em que um residuo de prolina
na posicao 54 seja transformado em um residuo de leucina, e Saccharomyces
cerevisiae tendo uma enzima sintetizadora da glutationa, em que um residuo
de arginina na posi¢ao 370, e depois disso ficam deficientes.

Como ja mencionado, ndo existe nenhuma limitagcao particular
para uma cepa de levedura até agora, ja que uma cepa de levedura contendo 'y-
GC e exemplos especificos sdao cepas de levedura que pertencem ao género
Saccharomyces  tais como  Saccharomyces  cerevisiae,  género
Schizosaccharomyces tais como Schizosaccharomyces pombe € o género
Candida tais como Candida utilis. Incidentalmente, no exemplo 1, que serd
mencionado posteriormente, foi usada uma cepa N3 de levedura dipléide
(Saccharomyces cerevisiae) preparada utilizando um meio mencionado na
Publicacdo Internacional WO 01/90310 (Documento de Patente 4 ja
mencionado) em que a atividade enzimdtica que sintetiza glutationa foi
enfraquecida.

(2) Assim, um método para a fabricacdo de extrato de
levedura, a partir de levedura preparada conforme acima, serd ilustrado.

O produto cultivado da levedura preparada conforme acima
por incubac@o de leveduras de sementes sob uma condigdo preferida continha
células de levedura contendo uma quantidade predeterminada de y-GC.

Embora seja possivel fabricar um extrato de levedura diretamente a partir do
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produto da cultura, desnecessario dizer que um extrato de levedura € também
capaz de ser fabricado a partir de células de levedura contendo y-GC que s@o
uma vez separadas do produto cultivado da levedura. Nao existe nenhuma
limitacao particular para o método de fabricacdo do extrato de levedura, mas
um método comum pode ser usado na medida em que a condi¢do usada ndo
decomponha significativamente y-GC ou Cys. Um exemplo é que as células
de levedura sdo retidas com dgua quente de 60 a 80°C de modo que o
conteido seja extraido e o residuo, apés extragdo (residuo celular), seja
removido. Quando o extrato de levedura € fabricado através de um método de
extracdo com 4gua quente como tal, a concentracdo do sélido no extrato de
levedura é geralmente em torno de vérios percentuais. Quando o extrato de
levedura é fabricado por meios de extracdo com &4gua quente, o residuo
celular é removido e, portanto, a quantidade de y-GC por sélido contido no
extrato de levedura eleva até uma dimensdo de varias vezes. Por exemplo,
quando o contetido € extraido de células de levedura contendo 1% em peso de
v-GC com 4gua quente, o contetido de y-GC por sélidos contido no extrato de
levedura se eleva até cerca de 4 a 8% em peso. Incidentalmente, embora a
eficiéncia da extrac@o seja inferior, igualmente, um método para a fabricacdo
de um extrato de levedura a partir de células de levedura ou levedura
cultivada em que a temperatura de extracdo seja mantida a ndo mais do que
60°C ndo seja excluida da forma de realizagdo da presente invencdo. Neste
caso, continua-se diretamente até a etapa de concentragdo que € a préxima
etapa e, portanto, a temperatura € continuamente mantida em nao mais do que
60°C até que a concentragdo de sélidos no extrato de levedura, que € um
extrato, alcance os 10% ou mais.

(3) O método de concentracio do extrato de levedura
preparado mais acima de acordo com o método da presente invencdo € como
segue.

Assim sendo, uma vez que a concentracdo de sélidos do
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extrato de levedura fabricado conforme mencionado acima é em geral tdo
baixa quanto vdrios percentuais, faz-se necessdrio concentrar antes do
tratamento de aquecimento para conversao de y-GC em Cys. Nao existe
nenhuma limitagcdo particular para o método de concentragdo, ja que y-GC e
Cys ndo sao significativamente decompostas, embora uma concentragdo em
baixa temperatura seja preferida. A concentracdo sob uma condi¢do de alta
temperatura nao € preferida porque y-GC e Cys interagem com um composto
contendo enxofre no extrato de levedura de forma que o rendimento de Cys
diminui.

Assim, na presente invencdo, o extrato de levedura estd
concentrado, bem como controlado a uma temperatura baixa ndo maior do
que 60°C para se preparar um material alimenticio em uma forma liquida em
que a concentracdo de sélidos ndo seja menor do que 10%. Exemplos
especificos do método de concentragcdo em temperatura baixa s3o a
concentragio a vicuo e a concentracio por congelamento. E preferivel que a
concentracdo seja realizada na coexisténcia de poucas quantidades de
oxigénio dissolvido tais como ndo mais do que 3 ppm, preferivelmente nao
mais do que 2 ppm ou, mais preferivelmente, ndo mais do que 1 ppm de
oxigénio dissolvido. A concentracdo na coexisténcia de oxigénio dissolvido
nao € preferida porque grupos SH de Cys e y-GC sdo oxidados, de forma que
o rendimento de Cys diminui. De acordo com a concentracio em baixa
temperatura, sob tal condi¢do, a concentracdo dos sélidos no extrato de
levedura torna-se ndo menor do que 10% dentro, por exemplo, de 6 a 15
horas. Neste caso, é também possivel que, por exemplo, o extrato de levedura
se torne sélido mas, quando sdlidos, € necessario que o sdlido seja retornado
ao liquido usando 4gua ou similar na préxima reacao de aquecimento, apds a
concentracdo. Consequentemente, é preferivel, tendo em vista um controle do
processo, que o extrato de levedura, apds a concentracdo, esteja em uma

forma liquida.
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Entdo, um método em que o material alimenticio em uma
forma liquida, preparado como acima, seja submetido a um tratamento de
aquecimento para obter um material alimenticio contendo elevada quantidade
de cisteina, sera ilustrado.

E preferivel que a reacio de aquecimento (decomposicio
térmica) do extrato de levedura, apés concentracdo, seja realizada em um
material alimenticio (uma solu¢cdo aquosa) em uma forma liquida em que a
concentragao de s6lidos nao seja menor do que 10%. Quando a decomposicao
térmica € realizada em uma solug¢do aquosa em que a concentraciao de sélidos
seja menor do que 10%, a reagdo de decomposicdo de y-GC ndo segue uma
reacao de primeira ordem, outra reacao paralela que ndo a decomposicdo em
Cys ocorre, ¢ a produtividade de Cys se reduz, motivo por que tal ndo é
preferido. E preferivel tendo em vista uma produgio eficiente de Cys que a
temperatura de aquecimento esteja entre 70 e 130°C. Quando a reacdo de
aquecimento € realizada em menos do que 70°C, algum tempo € necessario
para a reacdo de decomposicao de y-GC em Cys e, durante aquele periodo,
grupos SH de Cys e 7-GC sdo oxidados por oxigénio dissolvido na solugao,
motivo pelo qual isso ndo € preferido. Por outro lado, quando a reacdo de
decomposic¢do € realizada em mais do 130°C, grupos SH de Cys e y-GC sao
oxidados para reduzir a produtividade de Cys, motivo porque isso também
ndo ¢ preferido. De acordo com o tratamento de aquecimento sob tal
condi¢do, o material alimenticio se torna um material alimenticio contendo
Cys em alto grau, em que Cys estd contida em uma quantidade tdo alta quanto
2% na concentracao de sélidos, por exemplo dentro de 30 a 120 minutos.

(a) Incidentalmente, a quantidade existente do acticar redutor
no material alimenticio de um estado liquido apdés o tratamento de
aquecimento ilustrado acima (4), € como segue.

E preferivel que nenhum agicar redutor esteja presente durante

a decomposicdo térmica de y-GC. Para ser especifico, € preferivel que nao
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mais que 1% e, mais preferivelmente, ndo mais do que 0,5% como ilustrado
anteriormente. Isso ocorre porque, quando um acgucar redutor estd presente,
ele reage com y-GC e Cys, € € convertido em uma substancia diferente de
Cys. Uma vez que a quantidade existente do acticar redutor afeta a taxa de
conversdo em Cys, é preferivel que esteja ausente tanto quanto possivel. Tal
material alimenticio, em que a quantidade existente de agicar redutor esteja
dentro da faixa acima, € suscetivel de ser preparado a partir de um produto
cultivado da levedura em que um sacarideo € assimilado a levedura, de modo
a tornar o sacarideo residual tdo pouco quanto possivel na cultura de levedura.
Quando o sacarideo residual estd em muita quantidade, o extrato de levedura
ndo ¢ diretamente fabricado a partir da levedura cultivada, porém as células
de levedura sdo uma vez separadas da levedura cultivada ou, se necessario, as
células de levedura que sdo uma vez separadas, sdo lavadas com 4gua etc. Em
consequéncia, o extrato de levedura € capaz de ser preparado. Quando um
acucar redutor estd presente durante a reacdo de aquecimento (decomposicao
térmica) de y-GC em Cys, é preferivel conduzir a reacdo de conversao de -
GC em Cys, em que a quantidade existente do acglcar redutor seja
preferivelmente nao mais do que 1% ou, mais preferivelmente, ndo mais do
que 0,5% e sob uma condic¢ao acidica que seja preferivelmente de pH de 3,5 a
6 quando o equivalente molar, etc. forem levados em consideragao.

(b) O pH durante a reagdo de aquecimento é como segue.

Conforme mencionado no Exemplo Experimental 1 que sera
apresentado posteriormente, a etapa de conversdo de Y-GC em Cys procede de
uma maneira que a protona¢@o ocorra no sitio do 4tomo de oxigénio do grupo
carbonila de y-GC e, como um resultado, uma elimina¢do acontece quando
aquele sitio se torna um ponto de partida. Portanto, é preferivel que seja
realizado sob uma condic¢ao acida. Por exemplo, pode-se ter pH de 3,5 a 6 em
que resulte uma protonacao suficiente.

EXEMPLOS
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A presente invencdo serd agora ilustrada em mais detalhes
pelos seguintes Exemplos Experimentais e Exemplos.

EXEMPLO EXPERIMENTAL 1: Confirmagao de que a reacdo de liberagcao
de cisteina a partir de y-GC € devida a uma reagao intramolecular.

Quando um célculo de otimizacdo de estrutura para y-GC foi
realizado usando um MOPAC (Cambridge Soft ChemOffice Ultra, CS
MOPAC), foi previsto que a estrutura molecular de y-GC nao era uma
estrutura estendida, o que é observado em dipeptideos onde ocorre ligacao
comum O, mas era um estrutura curvada como se um grupo ‘Yy-glutamila
estivesse mais proximo de um grupo amino (ligacdo de amido) de cisteina
(Cys). Quando a carga de polarizacdo da y-GC foi calculada, havia carga
negativa no sitio do atomo de oxigé€nio de um grupo carbonila na posicao 7.
Portanto, foi previsto que, sob uma condi¢do acida, a protonacao estd apta a
ocorrer neste sitio de y-GC e que ocorre uma eliminacdo onde este sitio seja
um ponto de partida, apés o que a Cys € liberada. De tal estrutura molecular
de y-GC, presume-se que a reacdo de liberagdo de Cys a partir de y-GC
(reagdo de decomposi¢do de y-GC em Cys) prossegue de acordo com uma
reacdo intramolecular.

Depois disso, uma andlise através da cinética quimica foi
realizada para confirmar que a reacdo de liberacdo de Cys a partir de y-GC
ocorre através de uma reagao intramolecular € ndo depende da concentragao
de substrato. Dois tipos de solugdes aquosas contendo cerca de 10 mM e cerca
de 100 mM de y-GC foram preparadas, cada uma delas tendo sido aquecida a
50, 60, 70 e 80°C e as quantidades de y-GC apéds 0 a 24 horas foram medidas.
A constante da taxa de decomposicao foi calculada a partir do resultado e
graficos de Arrhenius foram preparados.

O resultado € mostrado nas figuras 1A até 1D. A partir do
resultado, percebe-se que quanto mais elevada a temperatura de aquecimento,

maior a taxa de decomposicdo. Isto mostra que a reacdo de liberacdo de Cys a
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partir de y-GC ocorre ndo sendo dependente da concentragdo de substrato,
mas sendo dependente da temperatura.

A partir do resultado acima, foi confirmado que a reagdo de
liberacdgo de Cys a partir de y-GC ocorreu através de uma reacgao
intramolecular e ndo é dependente de concentracdo de substrato de y-GC.
EXEMPLO EXPERIMENTAL 2: Interacio de y-GC com um composto
contendo enxofre de um tipo de 6xido.

A 7-GC interage com outros compostos contendo enxofre no
material alimenticio. Assim, a reacdo de decomposicdo de y-GC em uma
solucdo contendo glutationa de um tipo de 6xido que € um dissulfeto de um
tipo de o6xido, foi pesquisada. Como resultado € estimado que, em um
material alimenticio em que um composto contendo enxofre de um tipo de
6xido coexiste, -GC reduz o composto contendo enxofre de um tipo de 6xido
devido a sua alta capacidade de reducdo e entdo uma reacio de decomposi¢cao
de um composto contendo y-GC procede. Presume-se que a reagdo prossegue
de acordo com o mecanismo de reacdo apresentado na figura 2, que serd
mencionada posteriormente.

Em seguida, potenciais de reducdo de Cys, y-GC e glutationa
(daqui em diante podendo ser abreviados como GSH) foram pesquisados e foi
descoberto que a capacidade de redugdo era alta na ordem de Cys, y-GC e
GSH. Entao, solugées aquosas (pH 5) contendo 10 mM de y-GC as quais 10
mM de GSSG (glutationa de um tipo oxidado) foram adicionados ou nao,
foram preparadas e aquecidas a 90°C para medir as quantidades de Cys, y-GC
e GSH periodicamente.

Os resultados estdo apresentados nas figuras 3(a) e 3(b). Do
resultado, foi observado que GSSG foi reduzido através de y-GC para
produzir GSH e, como um resultado da producdo de GS - v - GC, a liberacio
de Cys a partir de y-GC ndo ocorreu eficientemente. Assim, quando y-GC foi

submetida a uma decomposicao térmica em um material alimenticio contendo
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SH de um tipo de 6xido, uma reacdo paralela ocorreu dependendo da sua
concentracdo, apos a qual a produtividade da cisteina foi reduzida.
EXEMPLO EXPERIMENTAL 3: Preparacdo de extrato de levedura e p6 de
extrato de levedura contendo y-GC.

O p6 de extrato de levedura contendo Y-GC usado nos
seguintes exemplos experimentais foi preparado com segue.

(a) Preparacgao da cepa de levedura N3 contendo y-GC.

A cepa (MAT a) Na monopldide foi preparada através de um
método convencional a partir de uma cepa selvagem do Saccharomyces
cerevisiae dipldide. A cepa Na e uma cepa (MAT o gsh2) N a 3 de levedura
monopléide (Saccharomyces cerevisiae), mencionada na publicacdo
internacional WO 01/9310 (Documento 4 de patente j4 mencionada) foram
conjugadas para preparar uma levedura dipléide. A levedura dipléide foi
submetida a uma formagcdo de esporos de acordo com um método
convencional e uma cepa Na 3 de levedura monopléide (MAT a gsh2), tendo
um gene de enzima que sintetiza glutationa de um tipo mutante que foi o
mesmo da cepa N «, foi preparada. A cepa N a 3 foi conjugada a cepa Na 3 e,
a partir do dipléide resultante, foi selecionada cepa N3 de levedura dipléide
tendo uma enzima que sintetiza glutationa de um tipo mutante na forma homo
e contendo ndo menos do que 1% em peso de y-GC durante uma fase de
crescimento logaritmico cultivada em um meio SD. Incidentalmente, foi
também suscetivel de ser preparado com o uso de Saccharomyces cerevisiae
FERM P-18546 (Depésito Internacional Nimero BP-8228) ao invés da cepa
N o 3.

Além disso, foi também suscetivel de se usar uma cepa
dipléide Saccharomyces cerevisiae AJ14861 (Dep6ésito Internacional FERM
BP-08553) ao invés da cepa N3 de levedura.

(b) Preparacao de células de levedura contendo y-GC.

A cepa N3, que foi preparada conforme acima, foi cultivada
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com o uso de um recipiente para fermentacdo. Um meio YPD foi usado e a
incubacdo foi realizada com alimentacdo de glicose a 30°C. O produto
cultivado foi coletado e lavado para preparar as células de levedura contendo
v-GC.

(c) Preparacdo de extrato de levedura e pé de extrato de
levedura contendo y-GC.

As células de levedura contendo y-GC preparadas conforme
acima foram colocadas em suspensdo em 4gua para produzir a concentracao
de 10 g/dL e foram aquecidas a 70°C por 10 minutos para extrair o contetido.
O contetdo foi separado em residuo e conteudo de célula de levedura, através
de separacdo centrifuga. O conteido separado (extrato de levedura;
concentragdo de sdélidos: 1,7%) foi secado através de secagem por
congelamento para preparar um pé de extrato de levedura contendo y-GC em
uma quantidade de 8% para uma DM (matéria seca).

EXEMPLO EXPERIMENTAL 4: Reacdo de decomposicio de y-GC na
presenca de um sacarideo (1).

Nos documentos de patentes 1 e 2, acima mencionados,
existem revelacdes de que uma composi¢do de condimento tendo um bom
sabor de carne assada € preparada através da adicdo de um sacarideo a y-GC
em um extrato de levedura seguido por aquecimento. Em seguida, a
produtividade de Cys naquela reacdo foi mensurada.

Assim, uma solugao aquosa de 83% de concentragdao contendo
em um relagdo de 30 partes em peso do pé do extrato de levedura preparado
no Exemplo Experimental 3, 30 partes em peso de dcido glutimico e 3 partes
em peso de xilose (acgicar redutor) foi preparada (quantidade existente do
acucar redutor: 3%) e submetida a um tratamento de aquecimento em 90°C
por 35 minutos. Como um resultado, nenhuma Cys foi produzida. Presume-se
que isto seja devido ao fato de que o Cys resultante tenha reagido com o

sacarideo.



10

15

20

25

17

EXEMPLO EXPERIMENTAL 5: Reacdo de decomposicdo de y-GC na
presenca de um sacarideo(2).

O pé de extrato de levedura preparado no Exemplo
Experimental 3 foi produzido em uma solu¢cdo aquosa a 30% de pH 4,5 e
igualmente dividida em dez, e entdo xilose e glicose foram adicionadas a cada
uma delas para produzir as concentragdes finais de 0%, 0,25%, 0,5%, 1% e
3%. Cada uma das solugbes aquosas foi submetida a um tratamento de
aquecimento mantendo-se em 90°C por 2 horas.

O resultado é apresentado na figura 4. E observado do
resultado que, sob uma condicdo 4cida, Cys € eficientemente preparada no
caso em que a concentracdo de xilose seja de 1% ou menos.

EXEMPLO EXPERIMENTAL 6: Condi¢ao para concentracido de extrato de
levedura (concentragao de oxigénio dissolvido).

O p6 de extrato de levedura contendo y-GC, preparado no
Exemplo Experimental 3, foi produzido em uma solu¢do aquosa a 3,4% (pH
4.5) e aquecido em 50°C por 10 horas. A taxa residual de y-GC (incluindo a
Cys resultante) foi verificada através de concentragdo de oxigénio dissolvido
na solugdo aquosa.

O resultado € apresentado na figura 5. Observa-se do resultado
que, quando a concentracdo de oxigénio dissolvido foi de 1 ppm (controlado
pela desaeracdo e introducdo de nitrogénio), y-GC permaneceu até uma
extensdo de cerca de 90%, ao passo que, quando a concentracdo de oxigénio
dissolvido foi de 6 ppm, ele decresceu até cerca de 40%. Uma vez que 6 ppm
¢ uma concentracdo de oxigénio que se dissolve sob pressio comum, a
eficiéncia de um aquecimento de baixa temperatura em uma condicao de
vacuo foi também apresentada em uma observacao tal de que nenhum SH de
um tipo de 6xido havia sido produzido.

Depois disso, o extrato da célula de levedura preparado no

Exemplo Experimental 3 (c¢) (o conteido separado a partir do residuo da
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célula de levedura por meio de separacdo centrifuga) é aquecido in vacuo
(120 mmHg) dentro da faixa de 50 a 70°C até que a concentracdo de solidos
alcancasse 60%. Durante a concentracdo, as quantidades de y-GC e cisteina
contidas no extrato de célula de levedura foram periodicamente medidas.
Como um resultado, a quantidade total de y-GC e cisteina permaneceu em nao
menos do que 85%.

EXEMPLO EXPERIMENTAL 7: Diferenca na reagao de decomposi¢do de y-
GC dependendo das concentracdes de sélidos.

O extrato de células de levedura preparado no Exemplo
Experimental 3 (c) (concentracdo de sélidos: 1,7%) foi concentrado in vacuo
(120 mmHg) em que a temperatura foi controlada até 50°C até que a
concentracao de sélidos se tornasse de 2 a 60% (isto é, 3%, 5%, 8%, 10%,
20% e 30%). Cada uma das solucdes aquosas em que o pH havia sido
ajustado a 4,5 através da adicdo de acido cloridrico, foi aquecida a 50°C,
60°C, 70°C, 80°C e 90°C e o conteiido de y-GC na solugdo aquosa foi
periodicamente medido, apds o que a reagdo de decomposicdo de y-GC em
cada concentracao foi analisada cineticamente.

O resultado € apresentado nas figuras 6A até 6F, as quais serdo
apresentadas posteriormente. Em cada um dos desenhos, (a) apresenta
mudancas na decomposicdo de y-GC com um lapso de tempo em certa
concentragdo de sélidos e (b) apresenta os graficos de Arrhenius
correspondentes. A partir daqueles resultados, observou-se que, quando o
tratamento de aquecimento foi realizado em ndo menos do que 10% de
concentracdo de sélidos, a reacdo de decomposicdo de y-GC prosseguiu em
uma maneira tal que a reagdo intramolecular se deu antes da reagdo
intramolecular e a reagdo prosseguiu como uma reacdo de primeira ordem
dependente de temperatura. Consequentemente, foi apresentado que, em um
material alimenticio contendo SH de um tipo de 6xido, o tratamento de

aquecimento na concentragao nao menor que 10% € eficaz em suprimir a
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reacdo intermolecular € em prosseguir a reacdo intramolecular para
intensificar a produtividade de Cys.
EXEMPLO EXPERIMENTAL 8: Produtividade de Cys a partir de y-GC.

O extrato de célula de levedura preparado no Exemplo
Experimental 3 (c) (concentragcdo de sélidos: 1,7%) foi concentrado in vacuo
(120 mmHg) controlando-se a temperatura em 50°C até a concentracdo de
sélidos tornar-se de 10 a 60% (10%, 20%, 30%, 40%, 50% e 60%) e entao
ajustado a pH 4,5 por adi¢do de 4cido cloridrico para esse fim. Cada uma das
solugcbes aquosas foi aquecida a 90°C e a produtividade de Cys foi medida
periodicamente. O resultado foi que a produtividade de Cys em cada
concentra¢cdo de sélidos (quociente do nimero molar maximo de Cys contido
em uma solucdo aquosa apds o aquecimento dividido pelos nimeros molares
de y-GC contido em uma solucdo antes da concentracdo) foi na ordem de
72,5%, 17,6%, 18,7%, 18,1%, 17,5% € T4%.
EXEMPLO EXPERIMENTAL 9: Produtividade de Cys a partir de y-GC.

O extrato de células de levedura preparado no Exemplo
Experimental 3 (c) (concentracdo de sélidos: 1,7%) foi concentrado in vacuo
(120 mmHg) controlando-se a temperatura em 50°C até a concentracdo de
sélidos tornar-se de 10 a 60% (10%, 20%, 30%, 40%, 50% e 60%) e entao
ajustado a pH 3,5 por adicao de 4cido cloridrico para esse fim ou ajustado a
pH 6,0 por adicao de hidréxido de sédio. Cada uma das solugdes aquosas foi
aquecida a 90°C e a produtividade de Cys foi medida periodicamente. O
resultado foi que a produtividade de Cys em pH 3,5 em cada concentracdo de
sélidos foi na ordem de 75,8%, 79,3%, 80,2%, 80,1%, 76,2% ¢ 75,2%. E o
resultado foi que a produtividade de Cys em pH 6,0 em cada concentragcao de
sélidos foi na ordem de 71,8%, 72,8%, 75,8%, 76,3%, 74,2% € 72,2%.
EXEMPLO EXPERIMENTAL 10: Exemplo experimental com o uso da cepa
AJ14861.

(a) Preparacdo de células de levedura contendo y-GC.
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A cepa AJ14861 foi respectivamente inoculada em meio YPD
e cultivada com agitacdo em 30°C. A cultura obtida foi inoculada em um meio
A, que continha 0,4 mg/dL de pantotenato de célcio, e cultivada com agitacao
em 30°C. Em suas fases de crescimento logaritmico, as células foram
coletadas e inoculadas em um meio B, que n3o continha pantotenato de
célcio, na concentracdo de 120 mg (peso da levedura seca)/dL (meio) e
cultivada com agitacdo em 30°C por 1 dia. (O contetido y-GC por células de
levedura secas foi aumentando no decurso de tempo e tornou-se cerca de 4%
em 24 horas.). O produto cultivado foi coletado e lavado para preparar células
de levedura contendo y-GC.

O meio B, que ndo continha pantotenato de célcio, pode ser

exemplificado como segue.

Composi¢ao Concentracao
Glicose 3 g/d]
KH,PO4 0,15 g/dl
MgSO: - TH20 0,17 g/dl
CaCl; - 2H20 0,03 g/dl
Uréia 0,4 g/dl
Biotina 1,5 ppm
Inositol 100 ppm
V.B6 0,05 ppm
Ion Zn 0,3 ppm
Ion Fe 0,3 ppm
Ion Cu 0,05 ppm

O meio A, que contém pantotenato de cdlcio, € o meio B com
0,4 mg/dL de pantotenato de célcio.

(b) Preparacio de extrato de levedura contendo y-GC.

As células de levedura contendo y-GC preparadas conforme
acima foram submetidas a suspensdo em 4gua para produzir a concentracao
de 10 g/dL e aquecidas a 70°C por 10 minutos para extrair o contetido. Ele foi
separado em residuo e contetido de células de levedura através de separacao
centrifuga. O contetido separado (extrato de levedura; concentracdo de

s6lidos: 2,2%) continha y-GC em uma quantidade de cerca de 14% para uma

DM.
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(c) Produtividade de Cys a partir de y-GC.

O extrato de célula de levedura preparado acima foi
concentrado in vacuo (120 mmHg) controlando a temperatura em 50°C até a
concentragdo de sélidos tornar-se de 30% e entdo ajustado a pH 4,5 por
adicdo de 4cido cloridrico para esse fim. A solugcdo aquosa foi aquecida a
90°C e a produtividade de Cys foi periodicamente medida. A produtividade de
Cys foi de 82,1%.

EXEMPLO 1: Preparacdao de material alimenticio contendo cisteina em alto
grau.

(a) Preparacdo do material alimenticio liquido contendo uma quantidade
elevada de cisteina.

As células de levedura contendo y-GC, preparadas através do
método mencionado no Exemplo Experimental 3 foram colocadas em
suspensdo em agua para produzir 10 g/dL e aquecidas a 70°C por 10 minutos
para extrair o conteddo. A separacdo centrifuga foi realizada para separar
residuo e conteido das células de levedura. Como tal, 10 litros do conteddo
contendo y-GC foram preparados (a concentracao de sélidos no extrato foi em
torno de 1,7% e y-GC estava contido em uma quantidade de cerca de 8% no
s6lido). O contetido foi concentrado em vacuo (120 mmHg) controlando a
temperatura em 50°C e, apds cerca de 10 horas, a concentracdo de sélidos
produziu cerca de 30%. O concentrado ao qual o 4cido cloridrico foi
adicionado para ajustar ao pH de 4,5 foi mantido em 90°C por cerca de 1 hora
para preparar um material alimenticio liquido contendo uma quantidade
elevada de cisteina. Assim, um material alimenticio contendo 3,1% de Cys ao
s6lido foi preparado. Naquele momento, a taxa de conversao de y-GC para
Cys foi em torno de 80%.

(b) Preparacdo de material alimenticio em p6 contendo uma quantidade
elevada de cisteina.

O material alimenticio liquido, preparado acima, contendo alto
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grau de cisteina, foi secado por congelamento para dar um material
alimenticio contendo Cys em alto grau em uma forma em p6 em que a taxa
para o sélido foi de 3,1%.

VANTAGENS DA INVENCAO

De acordo com a presente invengao, a cisteina é capaz de ser
eficientemente preparada a partir de y-GC e, além disso, um material
alimenticio contendo uma quantidade elevada de cisteina é capaz de ser
facilmente fornecido a partir do extrato de levedura.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A figura 1A apresenta uma reac¢do de decomposicdo de y-GC
(concentracao: 10 mM) (Exemplo Experimental 1).

A figura 1B apresenta uma reacdo de decomposicao (producao
de Cys) de y-GC (concentragdo: 10 mM) (Exemplo Experimental 1)

A figura 1C apresenta uma reacido de decomposi¢cdo de y-GC
(Concentragao: 100 mM) (Exemplo Experimental 1).

A figura 1D apresenta uma reacdo de decomposicao (producao
de Cys) de y-GC (concentragao: 100 mM) (Exemplo Experimental 1).

A figura 2 apresenta um mecanismo de interacdo de y-GC com
um composto contendo enxofre de um tipo de 6xido (Exemplo Experimental
2).

A figura 3 apresenta uma reacao de aquecimento de Cys, y-GC
e GSH na coexisténcia e na auséncia de GSSG (Exemplo Experimental 2).

A figura 4 apresenta uma reacdo de decomposicdo de y-GC
(convertendo a taxa de Cys) na presenca de um sacarideo (Exemplo
Experimental 5).

A figura 5 apresenta uma relacdo entre a concentracdo de
oxigénio dissolvido e a taxa residual de y-GC (Exemplo Experimental 6).

A figura 6A apresenta uma reacdo de decomposicdo de y-GC

no caso de 3% em DM (Exemplo Experimental 7).
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A figura 6B apresenta uma reacdo de decomposi¢ao de y-GC
no caso de 5% em DM (Exemplo Experimental 7).

A figura 6C apresenta uma reac¢do de decomposi¢cao de y-GC
no caso de 8% em DM (Exemplo Experimental 7).

A figura 6D apresenta uma reacdo de decomposicdo de y-GC
no caso de 10% em DM (Exemplo Experimental 7).

A figura 6E apresenta uma reacdo de decomposicdo de y-GC
no caso de 20% em DM (Exemplo Experimental 7).

A figura 6F apresenta uma reacdo de decomposicdo de y-GC

no caso de 30% em DM (Exemplo Experimental 7).
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REIVINDICACOES

I. Método para a producio de um material alimenticio

contendo uma alta quantidade de cisteina, em que um extrato de levedura é
preparado de células de levedura contendo y-glutamilcisteina em meio dcido

com pH entre 3,5 e 6,0, caracterizado pelo tato de que o extrato é concentrado

pelo controle na temperatura tdo baixa quanto nio superior a 60°C, para
preparar um material alimenticio em uma forma liquida, em que a
concentragiio de solidos seja nio menor que 109%, ¢ o material alimenticio
resultante seja mantido em 70 a 130 °C.

2. Método para a producio de um material alimenticio
contendo uma alta quantidade de cisteina de acordo com a reivindicagio 1,

caracterizado pelo fato de que a quantidade existente de acucar redutor no

material alimenticio € ndo maior que 1% e um tratamento de aquecimento
{mantendo-se em 70 a 130°C) € realizado sob uma condigio acidica.

3. Método para a produgiio de um material alimenticio
contendo uma alta quantidade de cisteina de acordo com as reivindicagtes |

ou 2, caracterizado pelo fato de que o método para a concentragio mediante

controle na temperatura baixa, é uma concentragiic a viacuo.
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FIGURA 1A

Reagao de Decomposic¢ao de y-GC 10 mM

Mudangas na decomposigao de y-GC com um lapso de tempo.

1]

R =
NN~ |

Tempo de aquecimento [hora(s)]

Graficos de Arrhenius da decomposigéo de y-GC
..'o : — Ak ¢ sl sum

-

-4

-4

ST e

110 . %

-114 v

-2
0200 pen e s.oam 40031 (2 H




2/13

FIGURA 1B

Reagdo de Decomposigio (Produgio de Cys) de y-GC 10 mM

Mudangas na producio de Cys com um lapso de tempo
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FIGURA 1C

Reagédo de Decomposigao de y-GC 100 mM

Mudangas na decomposigdo de y-GC com um lapso de tempo
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FIGURA 1D

Reagéo de Decomposicio (Produgéo de Cys) de y-GC 100 mM

Mudangas na produgéo de Cys com um lapso de tempo
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FIGURA 3

Reagao de aquecimento na coexisténcia de GSSG 10 mM
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FIGURA 4

Taxa de conversao de Cys na presenga de um sacarideo
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FIGURA 5§

Taxa residual de y-GC na presenca de oxigénio dissolvido
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FIGURAGA

Reagédo de decomposigio de y-GC no caso de 3 % em DM

(a) Mudangas na decomposigio de y-GC

com um lapso de tempo no caso de 3 % em DM
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FIGURA 6B

Reagéao de decomposigao de y-GC no caso de 5% em DM

(a) Mudangas na decomposigéo de y-GC

com um lapso de tempo no caso de 5 % em DM
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FIGURA 6C

Reagéo de decomposigdo de y-GC no caso de 8 % em DM

(a) Mudangas na decomposicéo de y-GC
com um lapso de tempo no caso de 8 % em DM
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FIGURA 6D

Reagéo de decomposicao de y-GC no caso de 10 % em DM
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FIGURA 6E

Reagdo de decomposigio de 7-GC no caso de 20 % em DM

(a) Mudangas na decomposigio de y-GC
com um lapso de tempo no caso de 20 % em DM
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FIGURA 6F

Reacgdo de decomposigao de y-GC no caso de 30 % em DM

18 -0
-a-t0'e
-0
oa e 000!
0%
o o8
2
O 04
. \\\ \
ox
. X\‘\E‘L_\I\‘;\—
°
tempo de aquecimento [hora(s)]
(b) Gréficos de Arrhenius no caso de 30 % em DM
42
-8 w_ -
“
-0 L S .
.
44 ~ Sy
£ <100 e
\\
=103 -
\\\
- LN
1.0 <] s
-11.8 \¢
~12.0
0.0047 0.0028 0.0028 0.0038 0.0001 0.0032

(a) Mudangas na decomposigio de y-GC
com um lapso de tempo no caso de 30 % em DM

1770



10

RESUMO
“METODO PARA A PRODUCAO DE UM MATERIAL ALIMENTICIO
CONTENDO UMA ALTA QUANTIDADE DE CISTEINA”

A questdo a ser solucionada € estabelecer um método pelo qual
a cisteina seja suscetivel de ser eficientemente preparada da y-GC e, também,
estabelecer um método excelente para a producdo de um material alimenticio
que contenha uma alta quantidade de cisteina de extrato de levedura.

Um método para a producdo de um material alimenticio
contendo uma alta quantidade de cisteina, caracterizado em que um extrato de
levedura € preparado de células de levedura contendo y-glutamilcisteina, o
extrato € concentrado mediante controle na temperatura t3o baixa quanto ndo
mais do que 60°C para preparar um material alimenticio em uma forma
liquida, em que a concentracdo de solidos seja ndo menor que 10% e o

material alimenticio seja mantido em 70 a 130°C.
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