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(57) Resumo: METODOS PARA CULTIVAR UMA LEVEDURA, E PARA PRODUZIR UMA LEVEDURA,
LEVEDURA, EXTRATO DE LEVEDURA, COMPOSICAO DE TEMPERO, E, ALIMENTO OU BEBIDA. E
fornecido um método para produzir levedura contendo acido glutamico em uma concentracao alta. Em
um meétodo para cultivar levedura, levedura em fase de crescimento estacionéaria é submetida a cultura
liquida sob condi¢c6es nas quais 0 pH de um meio liquido é 7,5 ou mais elevado e menor do que 11.
Apés o pH do meio liquido para a levedura em fase de crescimento estacionaria ser ajustado para 7,5
ou maior e menor do que 11, a levedura é adicionalmente cultivada, por intermédio do qual a levedura
com teor alto de acido glutamico pode ser produzida. Na invengéo, como a levedura, Saccharomyces
cerevisiae ou Candida utilis pode ser utilizada. Portanto, pelo uso de levedura com teor alto de acido
glutamico obtida pelo dito método acima e um extrato obtido pela extracao de levedura, podem ser
obtidos uma composicao de tempero e um alimento ou uma bebida com teor alto de &cido glutamico.
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“METODOS PARA CULTIVAR UMA LEVEDURA, E PARA PRODUZIR
UMA LEVEDURA, LEVEDURA, EXTRATO DE LEVEDURA,
COMPOSICAO DE TEMPERO, E, ALIMENTO OU BEBIDA”

Campo Técnico

A presente invengdo refere-se a um método para produzir uma
levedura com um teor alto de 4cido glutdmico, uma levedura com um teor alto
de acido glutdmico, um extrato de levedura com um teor alto de 4cido
glutdmico, e um alimento ou uma bebida contendo um extrato de levedura
com um teor alto de dcido glutdmico.

Este pedido € baseado em e reivindica prioridade ao Pedido de
Patente Japonesa de N° 2008-294642 depositado aos 18 de Novembro de
2008 e ao PCT/JP2009/059206 depositado aos 19 de Maio de 2009, cujas
revelagdes sdo aqui incorporadas como referéncias.

Arte Anterior

Ha correntemente uma demanda mundial por um tempero no-
artificial, natural e orientado para a satide sem o uso de aditivos, conforme
orientado por Japdo e paises desenvolvidos incluindo paises europeus e os
E.U.A. Em relacdo a esta demanda, embora um extrato adicionado de valor
alto com "umami" intensificado tal como 4cido nucleico tenha sido
desenvolvido na indastria de extrato de levedura, desenvolvimento também
estd progredindo para aminoacidos, tal como acido glutdmico, que é um
representante de “umami” equivalente a acido nucleico.

Acido glutdmico tem sido amplamente usado ha longo tempo
na forma de glutamato de s6dio como um tempero quimico ou semelhante.
Recentemente, preferéncia tem sido demostrada pela utilizagdo de uma
cultura ou de um extrato ou semelhante, que € obtida(o) pela cultura de
levedura naturalmente contendo acido glutimico, em um alimento ou uma
bebida.

Por exemplo, PTL (Literatura de Patente) 1 descreve um
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agente melhorador de dogura contendo um extrato de levedura como um
componente ativo, sendo que o extrato de levedura contém 5’-inosinato de
sédio e/ou 5’-adenilato de sddio, 5’-guanilato de sédio, 5’-uridilato de sodio e
5’-citidilato de sédio em uma concentragdo de 1% a 15%, respectivamente, e
glutamato de sddio em uma concentracdo de 1% a 20%.

PTL 2 descreve um método para produzir um extrato de
levedura contendo pelo menos 3% de 4cido glutdmico derivado de glutamina
livre intracelular em relagdo aos sélidos do extrato, que inclui uma etapa de
digerir uma levedura contendol5 mg ou mais de glutamina livre por 1 g de
biomassa livre.

PTL 3 descreve um extrato de levedura obtido por digestiio ou
decomposi¢do de uma levedura, sendo que quando o extrato de levedura é
permitido passar através de uma membrana de filtro tendo um didmetro de 1
um e o permeato € submetido a filtragdo em gel, e quando peptideos no
efluente fracionado sdo detectados por espectrofotometria de absorgdo a 220
nm, uma por¢do de peptideos tendo um peso molecular de 10.000 ou maior é
10% ou mais alta baseado na quantidade total de todos os peptideos
detectados.

PTL 4 descreve um extrato de levedura com um teor alto de
acido glutdmico, que contém 13% em peso ou mais de acido L-glutdmico
(como um sal de Na).

PTL 5 descreve um extrato de levedura no qual o teor de
aminodcido livre é 25% em peso ou maior, e o teor total de componentes
gustativos baseados em acido é 2% em peso ou maior. |

PTL 6 descreve uma composi¢do de tempero contendo
substéncias gustativas livres de 4cido nucleico, 4cido glutdmico, potassio e
acido latico, lactato de sédio ou lactato de potassio, sendo que uma proporgéo
molar de substincia gustativa baseada em 4cido nucleico: 4cido glutAmico

esta dentro da faixa de 1:2 a 40, e uma proporgo molar de (substincias
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gustativas livres de &cido nucleico + acido glutdmico): potassio: (acido latico,
lactato de sédio ou lactato de potéssio) esta dentro da faixa de 1:5 a 80:10 a
80.

PTL 7 descreve a levedura que ¢ resistente a um inibidor de
crescimento antagonistico de acido glutdmico e acumula acido glutdmico em
biomassa.

PTL 8 descreve um método para produzir um extrato de
levedura, que usa Yarrowia lipolytica, uma levedura tendo resisténcia a
Nystatin, uma droga que obstrui a estrutura e a fun¢do da membrana celular, e
que tem uma capacidade para acumular 530 mg/L ou mais 4cido L-glutdmico
em biomassa.

Literatura da Arte Relacionada
Literatura de Patente
[PTL 1]: Patente Japonesa de N° 3088709
[PTL 2]: JP-A N° 2002-171961
[PTL 3]: JP-A N° 2005-102549

[PTL 4]: JP-A N° 2006-129835

[PTL 5]: JP-A N° 2007-49989

[PTL 6]: JP-A N° H05-227911

[PTL 7]: JP-A N° H09-294581

[PTL 8]: Patente Japonesa de N° 3896606
Sumario da Invencio
Problema Técnico

Contudo, o método da arte relacionada frequentemente sofre
de complexidade de operagéo tal como uma necessidade de tratamento de
decomposi¢do incluindo tratamento por hidrélise acida (HVP). Ademais, o
teor de 4cido glutdmico livre de extratos de levedura correntemente
comercialmente disponiveis ¢ tipicamente cerca de 10%, assim ha uma

necessidade de um método de producdo de um extrato de levedura com uma
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concentragdo mais alta de acido glutdmico.

PTL 1 descreve um extrato de levedura contendo glutamato de
so6dio em uma concentraggo de 1% a 20%. Contudo, extrato de levedura como
um produto comercial contém glutamato de s6dio em uma concentragdo de
5,0%, que € praticamente usada, e nfo ha revelacdo de um produto de extrato
de levedura contendo 5,0% ou mais de glutamato de sddio.

PTL 2 sofre de complexidade de operagio devido a realizagdo
de manipulagdo genética, e seguranga insatisfatéria, palatabilidade
insatisfatéria ou semelhante em termos de alimento.

PTL 3 descreve contendo 10% ou mais de glutamato de sédio
(soda) por solidos, mas nfo ha revelagdo de Exemplos de Trabalho
especificamente mostrando isto.

PTL 4 sofre de complexidade de operagdo tal como tratamento
enzimatico.

PTL 5 sofre de complexidade de operagéo tal como o uso de
enzimas bem como de apenas cerca de 13% de acido glutdmico por pé seco.

PTL 6 € meramente adi¢@o externa de acido glutdmico.

PTL 7 sofre de um teor baixo de acido glutdmico por peso
seco de biomassa.

PTL 8 sofre de complexidade de operagdo tal como fornece
resisténcia a droga a uma cepa parental.

A presente invencdo tem sido feita tendo em vista a situagdo
acima, € um objetivo da presente invengdo ¢ fornecer um método para
produzir uma levedura com um teor alto de acido glutdmico, que contém uma
concentragdo mais alta de acido glutdmico, particularmente acido glutimico
livre, em comparagdo com a arte relacionada, uma levedura com um teor alto
de acido glutdmico, um extrato de levedura com um teor alto de &cido
glutdmico, e um alimento ou uma bebida contendo 4cido glutdmico.

Solucio do Problema
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Como um resultado de estudos intensivos para alcangar o
objetivo, os inventores da presente invengdo descobriram que um teor de
acido glutdmico em levedura, particularmente um teor de 4cido glutdmico
livre é aumentado pela elevagdo de um pH de uma solugio de cultura para um
pH especifico (deslocamento para uma faixa alcalina) durante a cultura de
uma levedura em uma fase de crescimento estacionaria. Em adigdo, os
inventores da presente inveng¢do descobriram que um extrato de levedura com
um teor alto de 4cido glutdmico pode ser produzido pela preparagio de um
extrato de levedura usando esta levedura. A presente invencdo tem sido
completada baseado nestas descobertas. Isto €, a presente invenc¢do adota as
seguintes configuragdes.

(1) Um método para cultivar levedura, incluindo uma etapa de
submeter uma levedura em uma fase de crescimento estaciondria a cultura
liquida sob as condigdes nas quais o pH de um meio liquido é 7,5 ou maior ou
menor do que 11.

(2) O método para cultivar uma levedura de acordo com (1),
no qual a etapa de cultura liquida inclui:

uma etapa de ajustar o pH de um meio liquido para 7,5 ou
maior ou menor do que 11 apds o crescimento de uma levedura entrar em uma
fase estacionaria; e

uma etapa de adicionalmente cultivar a levedura dentro da
mesma faixa de pH.

(3) O método para cultivar uma levedura de acordo com (2),
no qual a etapa de ajustar o pH de um meio liquido para 7,5 ou maior ou
menor do que 11 ¢ uma etapa de adicionar uma substincia alcalina no meio
liquido.

(4) O método para cultivar uma levedura de acordo com (1),
no qual, na etapa de cultura liquida, uma por¢do da levedura cultivada é

recuperada e o teor de dcido glutdmico livre na levedura € intermitentemente
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medido.

(5) O método para cultivar uma levedura de acordo com
qualquer um de (1) a (4), no qual a levedura é Saccharomyces cerevisiae ou
Candida utilis. .

(6) Um método de produzir uma levedura, compreendendo
uma etapa de recuperar levedura cultivada pelo método de cultura de acordo
com qualquer um de (1) a (5).

(7) Uma levedura obtida pelo método de cultura de levedura
de acordo com qualquer um de (1) a (5) ou obtida pelo método de produgio
de acordo com (6).

(8) A levedura de acordo com (7), na qual o teor de 4cido
glutdmico livre ¢ de 2,3% em peso a 10,0% em peso por biomassa de levedura
seca.

(9) A levedura de acordo com (8), na qual o teor de 4cido
glutdmico livre € de 4,0% em peso a 10,0% em peso por biomassa de levedura
seca.

(10) Um extrato de levedura obtido pela extra¢do da levedura
de acordo com (7).

(11) O extrato de levedura de acordo com (10), no qual o teor
de 4cido glutdmico livre no extrato de levedura é de 7% em péso a 35% em
PESO por peso seco. |

(12) O extrato de levedura de acordo com (11), no qual o teor
de acido glutdmico livre no extrato de levedura é de 20% em peso a 35% em
eSO por peso seco.

(13) Um extrato de levedura com um teor de acido glutdmico
livre de 20% em peso a 35% em peso por peso seco.

(14) Uma levedura com um teor de acido glutdmico livre de
4,0% em peso a 10,0% em peso por biomassa de levedura seca.

(15) Uma composigdo de tempero compreendendo o extrato de
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levedura de acordo com qualquer um de (10) a (13).

(16) Um alimento ou uma bebida compreendendo a levedura
de acordo com qualquer um de (7) a (9) e (14), o extrato de levedura de
acordo com qualquer um de (10) a (13), ou a composigdo de tempero de
acordo com (15).

Realiza¢oes Vantajosas da invencio

Por intermédio do método de produzir uma levedura com um
teor alto de acido glutdmico de acordo com a pfesente invenc¢do, uma levedura
com um teor alto de acido glutdmico na qual o teor de acido glutdmico,
pafticuiarmente o teor de 4cido glutdmico livre estd significativamente
aumentado pode ser convenientemente produzida por mero deslocamento do
pH de um meio liquido para uma levedura em uma fase de crescimento
estacionaria para uma faixa alcalina.

Pela realizac@o de uma operagdo de extracdo de uma levedura
com um teor alto de 4cido glutdmico de acordo com a presente invencéo, €
obtido um extrato de levedura com um teor alto de acido glutdmico contendo
acido glutamico, particularmente acido glutdmico livre em uma concentragéo
alta.

Descricio Breve das Figuras

FIG. 1 é uma curva mostrando um aumento em contagem
bacteriana versus tempo de cultura em Exemplo 2.

FIG. 2 ¢ uma curva mostrando um aumento em peso de
biomassa de levedura seca versus tempo de cultura em Exemplo 2.

FIG. 3 mostra mudangas no pH de um meio liquido versus
tempo de cultura em Exemplo 2.

Desericao das Modalidades

O método de cultura de uma levedura de acordo com a

presente invengdo inclui uma etapa de submeter uma levedura em uma fase de

crescimento estaciondria a cultura liquida sob as condi¢des nas quais o pH de
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um meio liquido € 7,5 ou maior ou menor do que 11. Pela realizagdo deste
método de cultura, € possivel obter uma levedura com um teor alto de 4acido
glutdmico.

Doravante, serdo descritas em detalhe as modalidades da
presente invengao.

A levedura é qualquer levedura desde que seja um fungo
unicelular. Exemplos especificos da levedura incluem fungos pertencendo ao
género Saccharomyces, fungos pertencendo ao género Shizosaccharomyces,
fungos pertencendo ao género Pichia, fungos pertencendo ao género Candida,
fungos pei‘tencendo ao género Kluyveromyces, fungos pertencendo ao género
Williopsis, fungos pertencendo ao género Debaryomyces, fungos pertencendo
ao género Galactomyces, fungos pertencendo ao género Torulaspora, fungos
pertencendo ao género Rhodotorula, fungos pertencendo ao género Yarrowia,
e fungos pertencendo ao género Zygosaccharomyces.

Dentre estas, do ponto de vista de edibilidade, sdo preferiveis
Candida tropicalis, Candida lipolytica, Candida utilis, Candida sake,
Saccharomyces cerevisiae ou semelhantes, e ¢é comumente usada
Saccharomyces cerevisiae ou é mais preferivel Candida utilis. |

Para aplicagdo pratica da presente invengdo, a levedura é
cultivada até uma fase estacionaria em um meio liquido contendo uma fonte
de carbono, uma fonte de nitrogénio, um sal inorgénico, e seme_lhante, e a
levedura € entdo submetida a cultura liquida sob as condi¢Ges nas quais o pH
de um meio liquido para a levedura em uma fase de crescimento estacionéria
¢ 7,5 ou maior e menor do que 11.

A composicdo do meio para estas cepas fingicas ndo é
particularmente limitado, e pode utilizar uma composi¢do de meio usada no
método estabelecido. Por exemplo, um ou dois ou mais tipos selecionados do
grupo consistindo de glicose, sacarose, dcido acético, etanol, melago, licor

residual de polpa de acido sulfuroso, e semelhante usados em cultura
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convencional de microorganismos sdo utilizados como uma fonte de carbono.
Um ou dois ou mais tipos selecionados do grupo consistindo de um sal
inorgénico tais como uréia, amonio, sulfato de amonio, cloreto de amoénio ou
fosfato de aménio e uma substéncia orginica contendo nitrogénio tal como
licor de macerado de miiho (CSL), caseina, extrato de levedura ou peptona
sdo usados como uma fonte de nitrogénio. Em adig¢do, um componente acido
fosforico, um componente potassio, ou um componente magnésio podem ser
adicionados no meio. Para o proposito disto, é utilizada uma matéria-prima
industrial convencional, tal como superfosfato de calcio, fosfato de aménio,
cloreto de potassio, hidréxido de potassio, sulfato de magnésio ou cloreto de
magnésio. Ademais, um sal inorgénico também pode ser usado tal como ions
de zinco, de cobre, de manganés ou de ferro. Em adigdo, vitaminas,
substancias relacionadas a 4cido nucleico ou semelhante podem ser
adicionadas.

O modo de cultura pode ser de qualquer um de cultura em
batelada, cultura alimentada e cultura continua. Contudo, cultura alimentada
ou cultura continua € adotada a partir de um ponto de vista industrial.

As condigdes de cultura em uma fase de crescimento
logaritmica ou as condi¢Ges de cultura antes do ajuste de pH podem seguir as
condi¢des de cultura comuns de levedura. Por exemplo, a temperatura esta
dentro da faixa de 20°C a 40°C, preferivelmente 25°C a 35°C, e o pH esta
dentro da faixa de 3,5 a 7,5, particularmente preferivelmente 4,0 a 6,0. Em
adi¢do, condi¢les aerdbicas sdo preferiveis.

Ademais, a cultura é preferivelmente realizada enquanto
aeracdo ou agitacdo sfo ocasionadas. Volume de aeragdo e condi¢Bes de
agitacdo podem ser apropriadamente determinados considerando-se o volume
de cultura e o tempo de cultura e uma concentragdo fingica inicial. Por
exemplo, aeragdo pode ser realizada a cerca de 0,2 V.V.M. a 2 V.V.M.

(Volumo por volumo por minutos), e agitagdo pode ser conduzida a cerca de
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50 rpm a 800 rpm.

O método de cultura liquida de uma levedura em uma fase de
crescimento estaciondaria sob as condi¢Ges nas quais o pH de um meio liquido
¢ 7,5 ou maior ou menor do que 11 néo € particularmente limitado. Exemplos
do método de ajuste de um pH incluem um método de ajuste do pH de um
meio liquido para 7,5 ou maior ou menor do que 11 quando a levedura
cultivada entra em uma fase estacionaria, um método de ajuste de um pH pela
adicdo de uma substéncia alcalina em um meio liquido, e um método de
sujei¢do de um meio liquido ao deslocamento alcalino pela adi¢cio de uréia ou
semelhante antecipadamente no meio, de modo que um pH naturalmente se
torne 7,5 ou maior ou menor do que 11 a medida que passa o tempo de
cultura.

A quantidade de uma substancia alcalina adicionada no meio
ndo ¢ limitada desde que um pH esteja dentro da faixa especificada acima. Do
ponto de vista de dilui¢do do meio ndo excessivamente, € ndo tendo efeitos
adversos sobre a producéo de acido glutdmico durante a cultura subsequente,
a quantidade de uma substancia alcalina é preferivelmente 5% ou menor em
relagdo ao meio. Por exemplo, a quantidade de uréia como uma substincia
alcalina ndo € particularmente limitada e depende de uma concentragdo de
biomassa de levedura a ser cultivada, mas esta preferivelmente dentro da faixa
de cerca de 0,5% a 5% em relagdo ao meio.

O método de ajuste do pH de um meio liquido para 7,5 ou
maior ou menor do que 11 quando a levedura cultivada entra em uma fase
estaciondria ndo ¢ particularmente limitado. Por exemplo, uma substincia
alcalina € apropriadamente adicionada de tal modo que o pH de um meio
liquido seja ajustado para 7,5 ou maior ou menor do que 11, e preferivelmente
7,5 ou maior e 10 ou menor.

O ajuste de pH pode ser realizado em qualquer momento desde

que a levedura esteja em uma fase estacionaria, mas € preferivelmente
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realizado imediatamente ap6s a levedura entrar em uma fase estacionaria. Isto
¢ porque uma concentragdo de acido glutdmico livre em levedura pode ser
suficientemente intensificada e o tempo exigido para a completitude do
processo total pode ser reduzido. Se o pH de um meio liquido para uma
levedura em uma fase de crescimento logaritmico for ajustado para 7,5 ou
maior ou menor do que 11, o crescimento da levedura sera inibido e o teor de
acido glutdmico livre na levedura ndo serd aumentado, portanto, isto ndo ¢
preferivel.

Ademais, quando uma levedura sob cultura se desloca para
uma fase estacionaria a partir de uma fase de crescimento logaritmica, a
levedura gradualmente desloca-se de um estado de crescimento logaritmico
para um estado estaciondrio e entdo entra completamente no estado
estaciondrio, mas o tempo de gradualmente se aproximar do estado
estacionario completo quando a levedura completamente alcanga o estado
estaciondrio a partir da fase de crescimento logaritmica também est4 incluido
na fase estacionaria da presente invengdo.

A substincia alcalina nfo ¢ particularmente limitada e seus
exemplos incluem os seguintes componentes.

Estes incluem um alcali inorgénico tal como NH4;OH (amonia
aquosa), gds amonia, hidréxido de sodio, hidréxido de potéssio, hidroxido de
calcio ou hidréxido de magnésio, uma base alcalina tal como carbonato de
sodio ou carbonato de potassio, um dalcali orginico tal como uréia, e
semelhante.

Dentre estes, amonia aquosa, gas amonia ou uréia ¢ preferivel.

Quando uma levedura em uma fase estaciondria € cultivada em
um meio liquido com um pH de 7,5 ou maior ou menor do que 11, a
temperatura e outras condigdes podem seguir as condi¢des de cultura comuns
de levedura. Por exemplo, a temperatura esta dentro da faixa de 20°C a 40°C,

preferivelmente 25°C a 35°C. O tempo de cultura é preferivelmente
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imediatamente apods o ajuste de pH de 24 horas, mais preferivelmente de 1
hora a 15 horas, ainda mais preferivelmente 3 horas a 12 horas, e
particularmente preferivelmente 3 horas a 6 horas.

O teor de 4cido glutdmico livre em levedura apbs
deslocamento para um pH para 7,5 ou maior ou menor do que 11 tende a
aumentar no decorrer do tempo de cultura, e apds alcangar o pico, tende a
decrescer. Em adigfio, o teor de acido glutdmico livre em levedura depende
das condigBes tais como a concentracdo de biomassa de levedura a ser
cultivada, o pH, e a temperatura. Isto é crido devido ao fato de que cultura
excessivamente longa sob condi¢gdes alcalinas resulta em efeitos
excessivamente intensos de 4lcali sobre levedura. Portanto, a presente
invengdo esta configurada de tal modo que uma porgdo da levedura cultivada
¢ recuperada apds o deslocamento de pH e o teor de acido glutdmico livre em
levedura € intermitentemente medido, preferivelmente em intervalos de tempo
regulares, embora o tempo 6timo de cultura possa ser apropriadamente
selecionado para cada conjunto de condi¢des de cultura, particularmente cada
pH ap6s o deslocamento alcalino.

Isto ¢, foi confirmado que uma levedura com teor de acido
glutdmico livre muito alto, ou seja, um teor de acido glutdmico livre de 2,3%
em peso a 10,0% em peso por peso de biomassa de levedura seca, pode ser
obtida pela completitude da cultura no pico e recuperagdo da levedura.
Quando se cultiva e se produz sob condigGes mais preferiveis, pode ser obtida
uma levedura contendo &cido glutdmico livre dentro da faixa de 4,0% em
peso a 10,0% em peso por peso de biomassa de levedura seca. Em adigfo, foi
confirmado que um extrato de levedura com um teor muito alto de 4cido
glutdmico em uma extensdo que ndo tem sido relatada pela arte relacionada,
ou seja, um teor de dcido glutdmico livre de 20% em peso a 35% em peso por
peso seco, pode ser obtido pela preparagdo de um extrato de levedura usando

uma levedura no pico.
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Como descrito acima, de acordo com o método de produgéo da
presente invenc¢do, uma levedura com um teor alto de acido glutdmico livre
pode ser cultivada, e uma levedura com um teor muito alto de acido glutdmico
livre pode ser produzida pela recuperagdo apropriada da levedura cultivada.
Portanto, um extrato de levedura com um teor alto de acido glutdmico livre
pode ser preparado a partir da levedura obtida. Ademais, ndo & preciso dizer
que a levedura, o extrato de levedura ou semelhante da presente invencdo €
alto em teor de acidos glutdmicos totais bem como em teor de acido
glutamico livre.

Por exemplo, PTL 1 ou semelhante descreve um extrato de
levedura contendo 20% em peso de 4cido glutdmico em termos de glutamato
de so6dio (massa molecular de cerca de 169), que corresponde a ndo mais do
que cerca de 17% em peso em termos do teor de acido glutdmico (massa
molecular de cerca de 147). Também é 6bvio deste ponto que a levedura
obtida pelo método de producdo da presente invengdo é uma levedura com um
teor alto de acido glutdmico que ndo tem sido relatada pela arte relacionada.

Na presente invengéo, o termo “teor de acido glutdmico livre
por biomassa de levedura seca” significa uma porgdo (% em peso) de acido
glutdmico livre contida nos so6lidos obtidos pela secagem da biomassa de
levedura. Em adig¢do, o termo “teor de acido glutdmico livre por peso seco de
extrato de levedura” significa uma por¢do (% em peso) de acido glutdmico
livre contida em soélidos obtidos pela secagem de extrato de levedura.

O teor de 4cido glutdmico livre em biomassa de levedura ou
em extrato de levedura ¢ medido usando, por exemplo, um biossensor BF-5
fabricado por Oji Scientific Instruments. Este aparelho ¢ um aparelho que
quantifica acido glutdmico em uma solu¢@o, usando um eletrodo de enzima
que é especificamente reativo ao acido glutdmico, e o presente eletrodo de
enzima ndo ¢ reativo ao acido glutdmico em uma proteina ou um peptideo.

Portanto, € possivel seletivamente quantificar apenas o, acido glutdmico livre
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pela utilizag@o de um tal aparelho.

Em adi¢do, o teor de acido glutdmico livre pode ser medido
por um analisador automatico de aminoacido JLC-500/V fabricado por JEOL
Ltd., um analisador Acquity UPLC fabricado por Waters Corporation (USA),
ou semelhante, mas o aparelho de anélise nfo ¢ particularmente limitado.

O método da presente invengdo permite a produ¢do de uma
levedura contendo muito 4cido glutdmico, particularmente acido glutdmico
livrte em biomassa. A levedura assim obtida com um teor alto de 4cido
glutdmico de acordo com a presente invengdo pode conter 2,3% em peso ou
maior, preferivelmente 2,3% em peso a 9,1% em peso, e mais preferivelmente
4,0% em peso a 9,1% em peso de acido glutdmico livre em biomassa de
levedura seca. Por exemplo, uma levedura contendo 2,3% em peso a 7,4% em
peso, mais preferivelmente 4,0% em peso a 7,4% em peso de 4cido glutdmico
livre em biomassa de levedura seca pode ser obtida.

Portanto, um extrato de levedura contendo muito A4cido
glutimico livre que é um componente gustativo favoravel pode ser
convenientemente obtido pelas extragdo e preparagio de um extrato de
levedura a partir da levedura.

A levedura com um teor alto de acido glutdmico produzida
pelo método da presente invengdo € alta em teor de aminodcido livre e
também ¢ alta em teor de 4cido glutdmico livre. Por exemplo, um extrato de
levedura contendo 7% em peso ou mais, preferivelmente 7% em peso a 35%
em peso, mais preferivelmente 12% em peso a 35% em peso, e ainda mais
preferivelmente 20% em peso a 35% em peso de 4acido glutdmico livre
derivado de biomassa de levedura por peso seco no extrato de levedura pode
ser obtido pela preparacdo de um extrato de levedura usando uma levedura
com um teor alto de acido glutdmico de acordo com a presente invengdo. Por
exemplo, um extrato de levedura contendo 7% em peso a 30% em peso, mais

preferivelmente 12% em peso a 30% em peso, ainda mais preferivelmente
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20% em peso a 30% em peso de acido glutdmico livre também pode ser
obtido. Ademais, um extrato de levedura contendo mais do que 30% em peso
e 35% em peso ou menos de 4cido glutdmico livre também pode ser obtido.
Conformemente, o extrato de levedura obtido pela presente
invencdo exibe uma propriedade gustativa muito alta e permite a produgéo de
um alimento ou de uma bebida tendo uma profundidade de sabor e uma
riqueza por intermédio de sua aplicagdo em um alimento ou uma bebida.
Ademais, a presente invengdo permite a producio de uma
levedura com um teor alto de 4cido glutdmico por um processo conveniente
de meramente realizar o deslocamento alcalino de um meio liquido. Ademais,
como descrito acima, o meio usado ndo € necessariamente um especial, e
pode ser preparado usando uma matéria-prima barata tal como amonia.
Convencionalmente, o teor de 4cido glutdmico livre da
levedura tem sido intensificado por meio de uma cepa mutante ou
recombinante principalmente por intermédio de modificagio de gene(s) (veja
PTL 2, 7, 8, ou semelhante). Por outro lado, de acordo com o método da
presente invengdo, a cultura de uma levedura em uma fase estaciondria sob
condi¢Oes alcalinas pode intensificar o teor de 4cido glutdmico livre em
levedura, sem modificagdo de gene(s). Isto é, a presente invengfio é um
meétodo capaz de intensificar o teor de 4cido glutimico livre em levedura, sem
modificagdo genética de rotas de metabolismo e de acimulo de &cido
glutimico inerentes a levedura. Portanto, o uso do método da presente
inven¢do pode significativamente intensificar o teor de acido glutdmico livre
em levedura naturalmente ocorrente, sem realizagio de um tratamento de
modificagdo de gene que pode deteriorar a palatabilidade como um alimento
ou uma bebida. Ademais, ndo € preciso dizer que a levedura fornecida ao
método da presente invengdo pode ser uma levedura naturalmente ocorrente
(levedura sem tratamento de modifica¢8io artificial de gene) ou uma cepa

mutante.



10

15

20

25

16

Embora uma levedura com um teor alto de acido glutdmico
contendo uma concentragdo alta de acido glutimico em biomassa de levedura
seja obtida de acordo com o método da presente invencdo, uma fragio
contendo 4cido glutdmico pode ser obtida de uma levedura com um teor alto
de acido glutdmico.

Fracionamento da fragdo contendo &cido glutdmico de uma
levedura com um teor alto de 4cido glutdmico pode ser realizado por qualquer
método desde que seja um método que seja comumente realizado.

Ademais, um extrato de levedura com um teor alto de acido
glutdmico pode ser preparado de uma levedura com um teor alto de acido
glutdmico cultivada pelo método mencionado acima. Preparagdo do extrato de
levedura com um teor alto de acido glutdmico pode ser realizada por qualquer
método desde que seja um método que é comumente utilizado. Por exemplo, um
método de autodigestdo, um método de decomposi¢io enzimatica, um método
de decomposicdo acida, um método de extragéo alcalina, um método de extragéo
em agua quente, ou semelhante pode ser usado. Ademais, geralmente, &
considerado que virtualmente quase toda a quantidade de acido glutdmico no
extrato de levedura obtido apenas por um método de extracdo em agua quente €
acido glutdmico livre, diferente do extrato de levedura obtido por um método de
reacdo enzimatica tal como um método de autodigestdo.

A levedura com um teor alto de acido glutimico de acordo
com a presente invengdo € rica em acido glutdmico livre e como um resultado,
um extrato de levedura tendo sabor favoravel é produzido com extragdo de
um extrato de levedura apenas por um tratamento com dgua quente.

Convencionalmente, para o propdsito de intensificar um teor
de aminoacido gustativo tal como acido glutdmico livre, um tratamento de
hidrélise por meio de um acido ou um alcali ou semelhante tem sido
geralmente realizado usando proteina vegetal ou animal. Contudo, o

hidrolisado de proteina tem um problema associado com a incorporagdo de
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monocloro-propanéis (MCP) que sdo carcindgenos suspeitos.

Por outro lado, visto que uma levedura com um teor alto de
acido glutdmico produzida pelo método da presente invengdo € inerentemente
alta em teor de acido glutdmico livre, um extrato de levedura com um teor
suficientemente alto de acido glutdmico livre pode ser preparado mesmo sem
um tratamento de decomposi¢cdo por acido ou élcali ou semelhante ou um
tratamento enzimatico ap6s extragdo da levedura por um método de extragdo
em agua quente ou semelhante. Isto é, por intermédio do uso de uma levedura
com.um teor alto de acido glutdmico de acordo com a presente invengdo, ¢
poséivel convenientemente preparar e um extrato de levedura que € excelente
tanto em sabor quanto em seguranga.

Ademais, um pé de extrato de levedura com um teor alto de
acido glutdmico pode ser obtido por pulverizag¢do do extrato de levedura com
um teor alto de acido glutdmico de acordo com a presente invengdo, e um pd
de extrato de levedura contendo 7% em peso a 35% em peso de 4cido
glutdmico livre pode ser obtido por sele¢do apropriada de um fungo levedura.

Ademais, biomassa de levedura seca pode ser preparada a
partir de uma levedura com um teor alto de 4cido glutdmico cultivada pelo
método mencionado acima. A preparacdo de biomassa de levedura seca pode
ser realizada por qualquer método desde que seja um método que seja
comumente utilizado. Um método de secagem por congelamento, um método
de secagem por pulverizagdo, um método de secagem em tambor, ou
semelhante pode ser adotado a partir de um ponto de vista industrial.

Ademais, a levedura com um teor alto de 4cido glutdmico,
biomassa de levedura seca da levedura, um extrato de levedura preparado a
partir da levedura, ou o po6 de extrato de levedura de acordo com a presente
inven¢do podem ser formulados em uma composi¢do de tempero. Ademais, a
composi¢do de tempero pode ser preparada apenas a partir do extrato de

levedura ou semelhante de acordo com a presente inven¢do, ou
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diferentemente pode conter outros componentes tais como estabilizador ou
conservante, em adigﬁo ao extrato de levedura ou semelhante de acordo com a
presente invengdo. A composi¢do de tempero pode ser apropriadamente usada
em uma variedade de alimentos ou bebidas, analogamente a outras
composi¢des de tempero.

Ademais, a presente invenc¢do refere-se a uma levedura com
um teor alto de acido glutdmico obtida pelo método mencionado acimia, e um
alimento ou uma bebida contendo um extrato de levedura com um teor alto de
acido glutdmico extraido da levedura com um teor alto de acido glutdmico.
Pela incorporagdo de uma levedura com um teor alto de 4acido glutdmico ou
semelhante de acordo com a presente invengdo, € possivel produzir
eficientemente um alimento ou uma bebida contendo uma concentracdo alta
de 4cido glutamico.

Um tal alimento ou uma tal bebida pode ser qualquer um(a)
desde que seja um alimento ou uma bebida no(a) qual um tipica levedura
seca, um extrato de levedura, ou uma composi¢do de tempero contendo-os
possa ser preparada(o). Seus exemplos incluem bebidas alcodlicas, bebidas
frias, bebidas fermentadas, tempero, sopas, pdo, e doces.

Com o proposito de produzir alimento ou bebida de acordo
com a presente inven¢do, no processo de produgdo de um alimento ou uma
bebida, pode ser adicionada uma preparagdo obtida da levedura com um teor
alto de 4cido glutdmico, ou da fragdo de uma levedura com um teor alto de
acido glutdmico. Em adigfo, como uma matéria-prima, pode ser usada como
tal uma levedura com um teor alto de acido glutdmico.

Exemplo 1

Doravante, a presente invengdo sera descrita com mais detalhe
com referéncia aos seguintes Exemplos, mas a presente inven¢do ndo é
limitadas aos mesmos.

De acordo com o método apresentado a seguir <1> a <8>,
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levedura (cepa AB9846 de Saccharomyces cerevisiae) foi cultivada, e
extragdo de um extrato da solugdo de cultura de levedura e analise de acido
glutdmico foram realizadas.

<1> Pré-cultura

Dois meios cada um composto da seguinte composi¢do foram
preparados em um volume de 350 mL (frasco Erlenmeyer de 2 L com defletores).
(Composicio do meio)

Melago: 8%

Uréia: 0,6%

(NH4),SO,: 0,16% (sulfato de amébnio)

(NH,4),HPO,: 0,08% (hidrogeno-fosfato de diam6nio)

(Método de preparacio)

(1) 167 mL de melago (teor de agticar: 36%) foi misturado até
um volume de 750 mL com agua Milli-Q, e um volume de 350 mL/frasco foi
aliquotado para frascos Erlenmeyer de 2 L equipado com defletores.

(2) Foi realizado um tratamento em autoclave (121°C, 15
minutos).

(3) Quando o meio foi usado, um 1/50 volume (cada 7 mL) de
um liquido misturado de componente nitrogenado (x100) foi assepticamente
adicionado em um meio consistindo de apenas melago.

(Condigdes de cultura)

Temperatura de cultura: 30°C

Agitacdo: 160 rpm (rotativa)

Tempo de cultura: 24 horas

(Volume de inoculagéo: 300 mL)
<2> Cultura principal

Um meio composto da seguinte composicdo foi preparado em
um volume de 2.000 mL (ajustado para ser 3 L. quando a alimentacdo foi

completada).
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(Composicio do meio)

0,18% de cloreto de aménio (3 L em termos de quando a
alimentagdo foi completada): 5,3 g

0,04% (NH,),HPO, (hidrogeno-fosfato de diaménio, em
termos de alimentag@o completada): 1,2 g

Subsequentemente, a cultura foi realizada sob as seguintes
condigdes.
(Condicdes de cultura)

Temperatura de cultura: 30°C

Aeracgdo: 3 L/min

Agitagdo: 600 rpm

controle de pH: controle do limite inferior: pH 5,0 (por amdnia
aquosa 10%), no controle do limite superior

Anti-espumante: solugéo de estoque de ADEKANATE

Meio de alimentagdo: melago (teor de agtcar: 36%), volume:
800 mL (em frasco de meio de 1 L, finalmente 8%)
<3> Deslocamento de pH

A seguir, imediatamente ap6s a levedura cultivada ter entrado
na fase estaciondria, um pH da solugdo da cultura foi deslocado para uma
faixa alcalina por NHOH aquoso (10%) (doravante, chamado de
"deslocamento de pH") (ajustar para um pH de 7 a 11), e a levedura foi
adicionalmente cultivada. A cultura de levedura foi terminada 48 horas ap0s o
inicio da cultura principal.
<4> Método de colheita de levedura

(1) A solugdio de cultura obtida pela cultura principal de
levedura foi transferida para um tubo plastico de 50 mL de centrifuga
(FALCON 2070), seguido por centrifugagéo (3.000 g, 20°C, 5 min, HP-26).

(2) O sobrenadante foi jogado fora e a pelota foi suspensa em

20 mL de 4gua Milli-Q, seguido por centrifuga¢go (3.000 g, 20°C, 5 min, HP-
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26). Este procedimento foi repetido duas vezes.

(3) O sobrenadante foi jogado fora e a pelota foi suspensa em
20 mL de agua Milli-Q.
<5> Medic¢ao de peso de biomassa de levedura seca

2 mL de uma suspensdo de levedura foram adicionados em
uma placa de aluminio pré-pesada (didmetro de: 5 cm), seguido por secagem
a 105°C por 4 horas.

O peso de pos-secagem (peso apos a secagem de levedura) foi
medido, e o peso de soélidos (peso de biomassa de levedura seca, unidade:
g/L) foi calculada de acordo com a seguinte equac#o (1).

Massa ap6s a secagem de levedura - peso da placa de aluminio
= peso de biomassa de levedura seca .....(1)
<6> Preparacio de soluciio de extrato pelo método de extracio em agua
quente

(1) A suspensio de levedura restante (cerca de 18 mL) foi
centrifugada (3.000 g, 20°C, 5 min, HP-26).

(2) 1,5 mL da suspensdo restante foram transferidos para um
tubo Eppendorf que foi entfo transferido para um aquecedor de bloco,
seguido por aquecimento a 80°C por 30 minutos (para preparar um extrato).
Alternativamente, o tubo contendo a suspensdo pode ser sobreaquecido em
um banho quente a 100°C por 10 minutos (para preparar um extrato).

(3) Entdo, o sobrenadante (solugdo de extrato) foi separado por
centrifugagﬁo (6.000 g, 4°C, 5 minutos).
<7> Método de medigio de teor de acido glutamico livre

Acido glutdmico livre em 300 pL da solu¢do de extrato foi
quantificado pelo uso de um biossensor. De acordo com o método de medigao
usando um biossensor, é possivel seletivamente quantificar apenas o acido
glutdmico livre na solugdo de extrato. Especificamente, a medi¢do foi

realizada para uma dilui¢do da solugdo de extrato (apropriadamente 5 vezes
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diluida) pelo uso de BF-5 fabricado por Oji Scientific Instruments, e solu¢des
padrdo 1 mM e 5 mM foram utilizadas na curva de calibragio.

Os resultados obtidos para deslocamento para pH 7,00, 7,50,
8,00, 9,00, e 11,00 sdo apresentados em Tabela 1. Com respeito a faixa de pH
8,00 a 9,00, os resultados obtidos com um intervalo de mudan¢a de um pH de
0,25 séo apresentados em Tabela 2. Com respeito a faixa de pH 9,00 a 10,00,
0s resultédos obtidos com um intervalo de mudanga de um pH de 0,25 séo
apresentados em Tabela 3. Como demonstrado dos dados de contagem
bacteriana e dos dados de peso de biomassa de levedura seca mostrados em
Tabela 2, deslocamento de pH foi realizado apds o crescimento de levedura

ter entrado na fase estacionaria.

[Tabela 1]
Ajuste de Massa ~ seca de Tleuo’cgmicc(>1 ) (% actgg
J biomassa de levedura | & .\
pH (@L) peso de biomassa de
& levedura seca)
Imediatamente  ap6és a
inoculagéo 1.3 1,6
Antes do deslocamento de 34,5 2.8
7,0 pH
’ 6 horas ap6s o deslocamento
de pH 36,6 2,6
Antes do deslocamento de 35.8 2.4
7,5 pil
’ 6 horas apds o deslocamento
de pH 35,2 2,7
Antes do deslocamento de 34.4 2.4
8,0 pH
’ 6 horas apds o deslocamento
de pH 33,0 2,8
A}lIltes do deslocamento de 383 2
9,0 P ,
6 horas apos o deslocamento
de pHl 36,7 5,3
AIflltes do deslocamento de 374 22
11,0 b ,
6 horas ap6s o deslocamento
de pH 17,7 0,0
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[Tabela 2]
Ajuste de Contagem Massa de | Teor de 4cido
pH bacteriana biomassa de | glutdmico (%
(x10° levedura  seca|em peso de
células/mL) (g/L) biomassa de
levedura seca)
8,00 Imediatamente apds | 76 1,3 2,5
a inoculagdo
Antes do | 2160 29,5 1,7
deslocamento  de
pH
3 horas apoés o |2420 294 2,5
deslocamento  de
pH
8,25 Imediatamente ap6s | 79 1,0 2.3
a inoculagéo
Antes do | 1980 30,9 2,3
deslocamento  de
pH
3 horas apdés o] 2140 30,3 34
deslocamento  de
pH
8,50 Imediatamente apds | 80 0,6 2,0
a inoculagéo
Antes do | 2460 30,2 2,0
deslocamento  de
pH
3 horas apés o|2220 30,2 3,6
deslocamento  de
pH
8,75 Imediatamente ap6s | 88 1,0 3,1
a inoculagdo
Antes do | 2180 32,2 1,9
deslocamento  de
pH
3 horas apos o|2740 32,4 4,1
deslocamento  de
pH
9,00 Imediatamente apos | 70 1,2 24
a inoculagio
Antes do | 2500 32,3 1.8
deslocamento  de
pH
3 horas apds o |2360 30,7 4,0

deslocamento  de
pH
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[Tabela 3]
Ajuste de Massa de biomassa | Teor de 4cido glutdmico (% em
pH de levedura seca |peso de biomassa de levedura
(g/L) seca)
9,00 Imediatamente 1,2 1,3
apos a inoculagio
Antes do | 36,7 2,3
deslocamento  de
pH
6 horas apdés o|35,1 5,7
deslocamento  de
pH
9,25 Imediatamente 1,0 1,8
apos a inoculagio
Antes do | 35,0 2,2
deslocamento  de
pH
6 horas apos o324 5,1
deslocamento  de
pH
9,50 Imediatamente 1,1 1,3
apos a inoculagdo
Antes do| 35,4 2.9
deslocamento  de
pH
6 horas apds o|34,2 3,7
deslocamento  de
pH
9,75 Imediatamente 1,3 1,3
apos a inoculagio
Antes do | 36,8 1,9
deslocamento  de
pH
6 horas apoés o|31,7 2,6
deslocamento  de
pH
10,00 Imediatamente 1,1 1,2
apds a inoculagio
Antes do | 37,6 2,0
deslocamento  de
pH
6 horas apos o]33,1 23
deslocamento  de
pH

Como mostrado Tabela 1, foi confirmado que o teor (% em
peso) de acido glutdmico livre na biomassa de levedura seca aumenta no

ajuste de pH de 7,5 ou maior ou menor do que 11,0, antes do deslocamento de
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pH e 6 horas apds o deslocamento de pH. Particularmente, no ajuste de pH de
9,0, o teor de &cido glutdmico livre aumentou 2-vezes ou mais de 2,2% em
peso a 5,3% em peso, como um resultado do deslocamento do pH,
confirmando assim um aumento significativo no teor de acido glutdmico livre.

Particularmente, quando o ajuste de pH (pH apdés o
deslocamento de pH) esta dentro da faixa de 8,00 a 9,00, foi confirmado,
como mostrado em Tabela 2, que o ajuste de pH acarreta um aumento maior
no teor (% em peso) de acido glutdmico livre na biomassa de levedura seca
como um resultado do deslocamento de pH.

Por outro lado, como mostrado em Tabela 3, quando o ajuste

de pH est4 dentro da faixa de 9,00 a 10,00, foi confirmado que um aumento

- no teor (% em peso) de acido glutdmico livre na biomassa de levedura seca

como um resultado do deslocamento de pH foi mais significativo & medida
que o ajuste de pH decresce. Particularmente, no ajuste de pH de 9,00, o teor
de 4cido glutdmico foi aumentado de 2,3% em peso para 5,7% em peso como
um resultado do deslocamento de pH. Em adi¢do, embora ndo mostrado na
tabela, no ajuste de pH de 9,00, o teor de acido glutdmico livre na biomassa
de levedura seca foi 4,6% em peso 3 horas ap6s o deslocamento de pH.

Em adigdo, dentre estas leveduras, foi confirmado que o
extrato de levedura preparado usado a levedura apos ser submetida ao
deslocamento de pH dentro do ajuste de pH de 7,5 ou maior ou menor do que
11,0 exibiu um aumento no teor (% em peso) de acido glutdmico por peso
seco, em comparagdo com o extrato de levedura preparado usando levedura
antes de ser submetida ao deslocamento de pH, ¢ um extrato de levedura com
um teor alto teor de 4cido glutdmico foi obtido pela preparagdo de um extrato
de levedura usando a levedura produzida pelo método de produgio da
presente invencdo. Por exemplo, com relagdo a levedura com o ajuste de pH
de 9,00 mostrado em Tabela 1, no extrato de levedura preparado a partir da

levedura antes de ser submetida ao deslocamento de pH, o teor de acido
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glutdmico por peso seco foi 22,4% em peso no extrato de levedura preparado
da levedura 6 horas ap6s o deslocamento de pH. Em adi¢do, com relagio a
levedura com o mesmo ajuste de pH de 9,00 (veja Tabela 3), o teor de acido
glutdmico por peso seco foi 19,4% em peso no extrato de levedura preparado
da levedura cultivada por 3 horas apds o deslocamento de pH, e o teor de
acido glutdmico por peso seco foi 25,5% em peso no extrato de levedura
preparado da levedura cultivada por 6 horas apés o deslocamento de pH. Em
adi¢do, com relacfo a levedura com o ajuste de pH de 9,25 (veja Tabela 3), o
teor de 4cido glutdmico por peso seco foi 21,3% em peso no extrato de
levedura preparado da levedura cultivada por 6 horas apds o deslocamento de
pH.

Dos resultados acima, foi mostrado que o teor de &cido
glutdmico em levedura é aumentado pelo ajuste do pH para 7,5 ou maior ou
menor do que 11 apds uma fase estacionaria e a cultura. Particularmente, o
teor de 4cido glutdmico foi alto em 3 horas a 6 horas apds o ajuste de pH.

Exemplo 2

Pré-cultura foi realizada na mesma maneira como em <1> de
Exemplo 1, e entdo a cultura principal foi realizada sob as seguintes
condigdes.

Em vez de realizar o deslocamento de pH ap6s uma fase
estaciondria, uréia foi adicionada previamente no meio de cultura principal de
tal modo que um pH fosse permitido espontaneamente se deslocar, obtendo
deste modo uma levedura com um teor alto de acido glutdmico.

Primeiro, um meio composto da seguinte composi¢do foi
preparado em um volume de 2000 mL (ajustado para ser 3 L quando a
alimentag#o foi completada).

(Composicao do meio)
0,18% cloreto de amoénio (3 L em termos de quando a

alimentagdo foi completada): 5,3 g
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0,04% (NH4),HPO, (hidrogeno-fosfato de diamoénio, em
termos de quando a alimentagdo foi completada): 1,2 g

1% uréia (3 L em termos de quando a alimentagdo foi
completada): 30 g

' Outras condi¢des foram iguais as em Exemplo 1. FIG. 1 é uma
curva mostrando um aumento em contagem bacteriana versus tempo de
cultura. FIG. 2 é uma curva mostrando um aumento em peso de biomassa de
levedura seca versus tempo de cultura. FIG. 3 mostra mudangas em um pH de
uma solugdo de cultura versus tempo de cultura.

Como mostrado em FIG. 1, um aumento na contagem
bacteriana (x10° células/mL) chegou na fase estaciondria ap6s 18 horas de
cultura, confirmando assim a entrada em uma fase estaciondria. Em adigfo, o
peso de biomassa de levedura seca (g/L) chegou em fase substancialmente
estaciondria apos 24 horas de cultura, confirmando assim uma fase
estaciondria de crescimento. Quando um pH da solu¢do de cultura foi medido,
como mostrado em FIG. 3, um pH foi deslocado para uma faixa alcalina (7,5
ou maior ou menor do que 11) apds entrada na fase estaciondria de

crescimento. Os resultados sdo apresentados em Tabela 4.

[Tabela 4]

Time (horas | pH | Contagem Massa de biomassa | Teor de acido glutdmico

passadas) bacteriana de levedura seca|(% em peso de biomassa
(x108 (g/L) de levedura seca)
células/mL)

0 53 |69 1,3 1,7

3 54 |56 1,3 2,0

6 54 |83 2,1 2,6

9 53 |[118 3,2 2,5

12 52 {310 6,4 2,8

15 5,1 600 12,0 2,9

18 5,1 | 1750 19,3 3,1

21 5,1 | 1540 28,8 2,7

24 59 |[1840 32,7 2,6

27 7,9 | 1700 36,9 3,8

30 84 | 1510 35,1 5,8

33 8,6 |1660 34,3 6,0

36 8,6 |1830 33,5 6,5

39 8,6 |1870 34,3 6,7
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42 8,6 |2080 33,7 7,2
45 8,7 11940 34,5 7,3
48 8,7 1470 32,4 7,4

Como mostrado em Tabela 4, o teor de acido glutdmico por
peso de biomassa de levedura seca tornou-se 7,4% em peso quando um pH
aumentou, o que corresponde a um aumento de 2,8 vezes em comparagdo com
2,6% em peso antes de um aumento de pH.

Exemplo 3

Extracdo de um extrato da solugdo de cultura de levedura e
analise de acido glutdmico foram realizadas na mesma maneira como em
Exemplo 1, exceto que a pré-cultura e as condigdes principais de cultura
foram as seguintes condi¢des.

(Composicao do meio)

Solugéo de pré-cultura: 150 mL

O sobrenadante foi removido da solugdo de pré-cultura obtida
na mesma maneira como na pré-cultura de Exemplo 1, e um concentrado no
qual uma concentragdo de levedura foi concentrada para de 15% a 20% foi
usada como a solugéo de pré-cultura.

Agua: 2000 mL

H,S04(97%): 1,33 mL

Melago (teor de agticar: 36%): 6,7 mL

(NH,),HPO,: 0,06%

(Condicoes de cultura)

Temperatura de cultura: 32°C

pH: 0 hora a 15,5 horas: Néo ajustado

Agita¢do: 600 rpm

Subsequentemente, a cultura foi realizada sob as seguintes
condigGes.

Apbs 15,5 horas: deslocamento de pH foi realizado com

amoOnia aquosa
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Agitagdo: 600 rpm

Meio de alimentac¢do: melago (teor de agicar: 36%): 870 mL

NH,OH (10%): 100 a 200 mL

Acido fosférico (85%): 5 a 20 (g)

Levedura foi cultivada, e deslocamento de pH foi realizado por
NH4OH aquoso apds 15,5 horas, seguido por continuagdo de cultura de

cultura. Os resultados obtidos sdo apresentados em Tabela 5.

[Tabela 5]
Ajuste Massa de biomassa de | Teor de acido glutdmico (%
de pH levedura seca (g/L) em peso de biomassa de
levedura seca)

9,0 Imediatamente apds a | 15,2 2,3

inoculacéo '

Antes do | 65,3 3,0

deslocamento de pH

6 horas apdés o633 9,0

deslocamento de pH

Como mostrado em Tabela 5, foi confirmado que o teor (% em
peso) de 4cido glutdmico livre na biomassa de levedura seca foi aumentado no
ajuste de pH de 9,0, antes do deslocamento de pH e 6 horas apos o
deslocamento de pH. O teor de 4cido glutdmico de 9,0% em peso foi cerca de
25% em termos de teor de acido glutdmico no extrato de levedura.

A composi¢do do meio foi diferente em comparagdo com
Exemplo 1, e foi confirmado que qualquer composi¢do do meio é capaz de
aumentar o teor de acido glutdmico em uma maneira dependente do pH.
Exemplo 4

Extracdo de um extrato da solu¢do de cultura de levedura e
andlise de 4cido glutdmico foram realizadas na mesma maneira como em
Exemplo 3, exceto que um meio de alimentag&o para uso em cultura principal
foi ajustado para satisfazer as seguintes condig¢des, e o tempo de cultura apds
o deslocamento de pH foi de 3 horas. Os resultados obtidos s3o apresentados
em Tabela 6.

Meio de alimentacdo: melago (teor de agtcar: 36%): 760 mL a
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870 mL
NH,OH (10%): 100 mL a 200mL
Acido fosférico (85%): 5220 ()
[Tabela 6]
Massa de | Teor de acido
N°  do | Ajuste de biomassa de | glutdimico (% em
Exemplo | pH levedura seca | peso de biomassa de
(g/L) levedura seca)
Antes do
4-1 9.0 deslocamento de pH 55,8 2,25
’ 3 horas apds o
deslocamento de pH 52,2 8,44
PN do | 43,1 2,52
deslocamento de pH
42 20 3 horas ap6s o
deslocamento de pH 47,0 8,06
Antes do
deslocamento de pH 50,3 2,48
3 20 3 horas ap6s o
deslocamento de pH 48,7 8,45
Antes do
deslocamento de pH 49,7 2,29
4-4 9,0 >
3 horas ap6s o 537 "
deslocamento de pH ’ ’

Como mostrado em Tabela 6, os teores (% em peso) de acido
glutdmico livre na biomassa de levedura seca foram 8,44% em peso (Exemplo
4-1), 8,06% em peso (Exemplo 4-2), 8,45% em peso (Exemplo 4-3), ¢ 9,13%
em peso (Exemplo 4-4), respectivamente. Por outro lado, os teores de acido
glutdmico livre no extrato de levedura preparado usando uma tal levedura
foram 33,2% em peso (Exemplo 4-1), 33,3% em peso (Exemplo 4-2), 28,2%
em peso (Exemplo 4-3), e 27,1% em peso (Exemplo 4-4), respectivamente.

Destes resultados, € 6bvio que pela sujei¢dio de uma levedura
em uma fase estaciondria ao deslocamento de pH, é possivel obter uma
levedura com um teor muito alto de 4cido glutdmico livre, isto é, um teor de
8% em peso ou maior na biomassa de levedura seca, e é possivel preparar um
extrato de levedura contendo muito acido glutdmico livre ndo exibido pela
arte relacionada, isto €, um teor de &cido glutdmico livre de 30% em peso ou

maior.
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Exemplo 5

Subsequentemente, a cultura foi realizada na mesma maneira
como em Exemplo 1 usando levedura (cepa JCM1624 de Candida utilis)
como uma cepa, ¢ foram realizadas extra¢do de um extrato da solu¢do de
cultura de levedura e analise de 4acido glutdmico. Os resultados sdo

apresentados em Tabela 7.

[Tabela 7]
Ajuste Massa de biomassa de | Teor de acido glutdmico
de pH levedura seca (g/L) (% em peso de biomassa
de levedura seca)

9,0 Imediatamente apo6s a | 3,8 1,7

inoculag&o

Antes do deslocamento | 44,6 2,2

de pH

Apbs o deslocamento de | 46,1 2,6

pH

Dos resultados acima, levedura (cepa JCM1624 de Candida
utilis) também exibiu um aumento significativo no teor de 4cido glutimico na
levedura, como um resultado do deslocamento de pH apds uma fase
estaciondria.

Exemplo 6

A seguir, para o extrato de levedura preparado a partir da
levedura (ajuste de pH de 9,0) produzido na mesma maneira como em
Exemplo 1 exceto que o tempo de cultura apds o deslocamento de pH foi de 3
horas, foram medidos o teor de 4cido glutdmico livre e o teor total de
aminodcido livre por peso seco. Em adi¢do, foi conduzida uma medigdo de
aminoacido livres tal como 4acido glutdmico livre usando um analisador
Acquity UPLC fabricado por Waters Corporation, de acordo com um "AccQ-
Tag Ultra labeling method". Os resultados medidos sfo apresentados em
Tabela 8. Em Tabela 8, o termo “teor de acido glutdmico” significa o teor de
acido glutmico livre por peso seco de um extrato de levedura, e o termo “teor
total de aminoécido” significa o teor total de aminoacidos livres por peso seco

de um extrato de levedura.
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[Tabela 8]
Antes do!3 horas apés o
deslocamento de pH | deslocamento de pH
Teor de acido glutdmico(% em peso em | 6,9 26
extrato)
Teor total de aminoacido(% em peso em | 11,4 43
extrato

Como mostrado em Tabela 8, os teores de acidos glutdmico
livre antes e ap6s o deslocamento de pH foram 6,9% em peso e 26% em peso,
respectivamente, representando assim um aumento aproximado de 3,7-vezes.
Por outro lado, o teor total de aminoacido livre foi aumentado de 11,4% em
peso para 43% em peso.

Exemplo 7

Subsequentemente, com relagdo ao extrato de levedura
preparado a partir da levedura (pH 9,0) produzido na mesma maneira como
em Exemplo 1 e extratos de levedura comercialmente disponiveis (Exemplos
Comparativos 1 a 8), o teor de 4cido glutimico livre e teor total de
aminoacido livre por peso seco de extrato foram medidos e comparados. Em
adi¢do, uma medigfo de aminoacidos livres tal como 4cido glutdmico livre foi
realizada na mesma maneira como em Exemplo 6. O teor de 4cido glutdmico
livre (%o em peso) e teor total de aminoécido livre (% em peso) por peso seco
de cada extrato de levedura obtido como os resultados de medi¢do sdo
apresentados em Tabela 9. Em Tabela 9, o termo “teor de 4cido glutdmico”
significa o teor de 4cido glutdmico livre por peso seco de um extrato de
levedura, e o termo “teor total de aminodcido” significa o teor total de

aminodacidos livres por peso seco de um extrato de levedura.
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Dos resultados cima, o teor de acido glutdmico livre do extrato
de levedura de acordo com a presente invenc¢do foi muito alto, isto é, 29,1%
em peso. O extrato de levedura contendo acido glutdmico livre em uma
concentragdo muito alta de cerca de a 30% em peso como descrito acima néo
tem sido relatado na arte relacionada. Estes resultados sugerem que o extrato
de levedura da presente invengdo € preferivel como um tempero.

Exemplo 8

Usando um p6 de extrato de levedura (derivado de cepa
AB9846 de Saccharomyces cerevisiae, teor de 4cido glutAmico de 23% em
peso) obtido por pulverizacio do extrato de levedura preparado a partir da
levedura (pH 9,0) ajustada na mesma maneira como em Exemplo 1, foram
preparadas uma sopa de pasta de feijdo e uma sopa de consommé. A
quantidade de misturag@o do extrato de levedura para a sopa de pasta de feijdo
e para sopa de consommeé foi de 0,2%.

Usando MEAST POWDER N (fabricado por Asahi Food &
Healthcare Co., Ltd., teor de 4acido glutdmico: 4% em peso) como um
Exemplo Comparativo, foram preparadas uma sopa de pasta de feijdo e uma
sopa de consommé na mesma maneira como acima. Avaliagdo sensorial foi
conduzida de acordo com o seguinte método.

(Método de avaliac¢io) A

Com a comparagdo de 2-pontos cega por 10 panelistas
especialistas, foi realizado um teste sensorial comparativo. Um teste-t foi
conduzido na forma de um par de testes comparativos.

(Critérios de avaliacio)

3 Itens de sabor salgado (efeito redutor de sal), sabor umami e
sabor de segurelha foram avaliados em termos de 5 estagios como segue,
considerando uma sopa de pasta de feijdo ou uma sopa de consommé servindo
como uma referéncia com o valor 0.

“Forte” = +2,
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“Suavemente forte” =+1,

“Néo pertencendo a “forte ou fraco™ =0,

“Suavemente fraco” = -1,

“Fraco” = -2.

Os resultados para a sopa de pasta de feijdo sdo apresentados
em Tabela 10, e os resultados para a sopa de consommé sdo apresentados em

Tabela 11.
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Dos resultados de Tabela 10, a sopa de pasta de feijdo exibiu
uma diferenga nos valores médios de sabores salgado e umami, e uma
diferenga significativa no sabor de segurelha. Dos resultados de Tabela 11, a
sopa de consommeé exibiu uma diferenga nos valores médios de sabor salgado
e sabor de segurelha, e uma diferenca significativa em umami. Acredita-se
que isto € devido ao fato de que o extrato de levedura da presente invengéo
tem um teor significativamente mais alto de 4cido glutamico do que aqueles
da arte relacionada.

Exemplo 9

Visto que leveduras diferentes de bepa AB9846 de
Saccharomyces cerevisiae e de cepa JCM1624 de Candida utilis também s&o
obtidas com um teor aumentado de acido glutdmico em levedura, pela
realizacdo do deslocamento de pH apds uma fase estacionaria, 10 cepas
pertencendo ao género Saccharomyces, 4 cepas pertencendo ao género
Candida, e 2 cepas pertencendo ao género Kluyveromyces foram cultivadas
na mesma maneira como em Exemplo 1, seguido pela medi¢do de teores de
acido glutamico. Especificamente, a cultura e a medigdo de teores de acido
glutdmico foram realizadas para cepa AB1 de Saccharomyces cerevisiae
(levedura de cerveja), cepa AB2 de Saccharomyces cerevisiae (vinho Kyokai
N° 4), cepa AB3 Saccharomyces cerevisiae (levedura Kyokai N° 5), (levedura
de vinho) cepa AB4 pertencendo ao género Saccharomyces, cepa AB5 de
Saccharomyces cerevisiae (levedura de padaria), cepa AB6 de
Saccharomyces cerevisiae (levedura de padaria), cepa AB7 (levedura de
uisque) pertencendo ao género Saccharomyces, cepa AB8 de Saccharomyces
cerevisiae, cepa AB9 de Saccharomyces sake (levedura Kyokai N° 6), cepa
AB10 de Saccharomyces bayanus, cepa AB11 de Candida utilis (1IAM0626),
cepa AB12 de Candida utilis (IFO0639), Cepa AB13 de Candida utilis
(JCM2287 ¢ uma cepa parental), cepa AB14 de Candida utilis (JCM2287 é
uma cepa parental), cepa AB15 de Kluyveromyces lactis (IFO1090), e cepa
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AB16 de Kluyveromyces lactis. Em adig8o, a cultura e a medigao de teores de
acido glutdmico também foram realizadas para a cepa AB9846 de
Saccharomyces cerevisiae como um controle.

Especificamente, cultura principal de cada cepa pré-cultivada
em um meio de melaco (8% de melago, 0,6% de uréia, 0,16% de sulfato de
amonio, e 0,08% de hidrogeno-fosfato de diaménio) foi realizada em um
meio (0,18% de cloreto de amonio, 0,04% de hidrogeno-fosfato de diaménio),
usando melago (teor de agucar: 36%), um volume de 800 mL (em frasco de
meio de 1 L, finalmente 8%) como um meio de alimenta¢do. A temperatura
de cultura e as condigbes de aeragdo/agitagdo foram as mesmas como em
Exemplo 1.

Imediatamente ap6s a levedura cultivada ter entrado em uma
fase estacionaria, deslocamento de pH foi realizado por NH,OH aquoso
(10%) (ajuste de pH de 7 para 11), e levedura foi adicionalmente cultivada.
Cultura de levedura foi terminada 48 horas ap6s o inicio da cultura principal.
Da levedura cultivada, biomassa de levedura seca e extrato de levedura foram
preparados na mesma maneira como em Exemplo 1, e quantidades de acido
glutdmico livre contidas nos mesmos foram respectivamente medidas.

Os resultados medidos do teor (% em peso) de acido glutdmico
livre na biomassa de levedura seca sdo apresentados em Tabela 12, e os
resultados medidos do teor (% em peso) de acido glutdmico livre no extrato
de levedura sdo apresentados em Tabela 13. Com relagdo aos testes de
Numeros 6 a 10, o teor de 4cido glutdmico antes de uma elevagdo de pH ndo

foi1 medido.
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N°do | Cepa Espécie Teor de é&cido | Teor de éacido | Proporgdo  de
Teste glutdmico (% | glutdmico (% |teor de 4cido
em peso) antes | em peso) apds | glutdmico antes
do o deslocamento | e ap6s 0
deslocamento de pH deslocamento
de pH de pH
1 ABl1 Saccharomyces | 2,0 6,3 3,15
cerevisiae
(levedura de
cerveja)
2 AB2 Saccharomyces | 1,5 2,7 1,8
cerevisiae
(vinho Kyokai
N° 4)
3 AB3 Saccharomyces | 2,7 5,2 1,9
cerevisiae
(levedura
Kyokai N° 5)
4 AB4 Genus 1,8 4.4 2,4
Saccharomyces
(levedura de
vinho)
5 ABS Saccharomyces | 2,5 4,7 1,9
cerevisiae '
(levedura de
padaria)
6 AB6 Saccharomyces | - 4,6 -
cerevisiae
(levedura de
padaria)
7 AB7 Género - 5,3 -
Saccharomyces
(levedura de
uisque)
8 ABS Saccharomyces | - 5,4 -
cerevisiae
9 AB9 Saccharomyces | - 5,3 -
sake (levedura
Kyokai N° 6)
10 AB10 | Saccharomyces | - 6,4 -
bayanus
11 ABI1 Candida  utilis | 1,3 1,7 1,3
(IAMO0626)
12 AB12 | Candida  wtilis | 2,0 4,0 2,0
(IFO0639)
13 ABI13 Candida  wutilis | 0,3 0,5 1,8
(JCM2287 é
uma cepa
parental)
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14 AB14 | Candida  utilis | 0,4 1,1 3,1
(JCM2287 é
uma cepa
parental)
15 ABIS Kluyveromyces | 0,2 0,9 5,4
lactis (IFO1090)
16 AB16 Kluyveromyces | 0,3 2,9 11,0
lactis
17 AB9846 | Saccharomyces | 2,7 5,9 2,2
cerevisiae
(controle)
[Tabela 13]
N°do | Cepa Espécie Teor de é4cido | Teor de A4cido | Propor¢do de
Teste glutdmico (% | glutdmico (% | teor de acido
em peso) antes | em peso) apds o | glutdmico
do deslocamento antes e apds o
deslocamento de pH deslocamento
de pH de pH
1 ABI1 Saccharomyces | 7,8 26,8 34
cerevisiae
(levedura de
cerveja)
2 AB2 Saccharomyces | 9,5 12,6 1,3
cerevisiae (vinho
Kyokai N° 4)
3 AB3 Saccharomyces | 8,5 18,0 2,1
cerevisiae
(levedura
Kyokai N° 5)
4 AB4 Genus 10,2 17,8 1,7
Saccharomyces
(levedura de
vinho)
5 ABS5 Saccharomyces | 9,9 17,2 1,7
cerevisiae
(levedura de
padaria)
6 AB6 Saccharomyces | - 24.6 -
cerevisiae
(levedura de
padaria)
7 AB7 Genus - 29.4 -
Saccharomyces
(levedura de
uisque)
8 ABS8 Saccharomyces | - 22,4 -
cerevisiae
9 AB9 Saccharomyces | - 28,5 -
sake  (levedura
Kyokai N° 6)
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10 AB10 Saccharomyces | - 28,8 -
bayanus

11 ABI11 Candida  utilis | 4,1 6,4 1,6
(IAMO0626)

12 |AB12 |Candida utilis | 6,3 12,7 2,0
(IFO0639)

13 ABI13 Candida  utilis | 1,2 33 2,8
(JCM2287 € uma
cepa nova)

14 ABl14 | Candida  wtilis | 1,1 4,5 4,1
(JCM2287 € uma
cepa nova)

15 ABI15 Kluyveromyces 1,2 3,2 2,6
lactis (IFO1090)

16 AB16 Kluyveromyces 1,3 12,4 9.4
lactis

17 AB9846 | Saccharomyces | 10,2 21,1 2,1
cerevisiae

(controle)

Como mostrado em Tabela 12 e Tabela 13, foi confirmado que
todas as cepas exibiram um aumento excessivo no teor de acido glutdmico
livre apds uma elevacdo de pH, em compara¢do com antes de um aumento de
pH. Ademais, com relagdo aos testes de 6 a 10, embora o teor de &cido
glutdmico antes de uma elevag&o de pH nfo tenha sido medido, porque o teor
de 4cido glutdmico livre por biomassa de levedura seca estava mais alto do
que 4,5% em peso em qualquer uma das cepas e o teor de acido glutdmico
livre no extrato de levedura era significativamente mais alto do que 20% em
peso, acredita-se que o teor de acido glutdmico livre foi significativamente
aumentado pela realizagdo do deslocamento de pH apds uma fase
estaciondria. Destes resultados, ¢ dbvio que um efeito crescente de teor de
acido glutdmico de acordo com o método da presente invengéo é exibido em
varias leveduras sem ser limitado a uma cepa especifica, e um tal efeito ¢
exibido se a cepa de levedura for pelo menos uma cepa pertencendo ao género
Saccharomyces ou uma cepa pertencendo ao género Candida.

Aplicabilidade Industrial
Visto que uma levedura mantendo na mesma acido glutdmico

em uma concentracdo alta pode ser obtida pelo método para produzir uma
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levedura com um teor alto de acido glutdmico de acordo com a presente
inven¢do, uma tal levedura pode ser usada no campo de alimentos tal como na

preparacdo de extratos de levedura.
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REIVINDICACOES

1. Método para produzir uma levedura, caracterizado pelo fato
de compreender as etapas de:

(a) cultivar a levedura de ocorréncia natural em uma fase de
crescimento logaritmica em um meio liquido, aum pH de 3,5a7,5; e

(b) ap6s a levedura entrar em uma fase de crescimento
estaciondria, continuar o cultivo da levedura sob condi¢des nas quais o pH do
meio liquido seja igual ou maior do que 7,5 e menor do que 11;

obtendo assim uma levedura compreendendo 4cido glutdmico
livre de 4,0% em peso a 9,13% em peso por biomassa de levedura seca.

2. Método para produzir a levedura de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que a etapa (b) é uma etapa de
adicionar uma substincia alcalina no meio liquido.

3. Método para produzir a levedura de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que, na etapa (b), uma por¢ao da
levedura cultivada é recuperada e o teor de acido glutamico livre na levedura
¢ intermitentemente medido.

4. Método para produzir a levedura de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que a levedura é
Saccharomyces cerevisiae.

5. Método para produzir a levedura de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de compreender

adicionalmente, uma etapa de recuperar a levedura do meio liquido.
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Comportamento de pH
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