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DESCRIPCION
Extracto vegetal que contiene dicetopiperazina y método de produccion del mismo
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un extracto vegetal que contiene una alta concentracion de dicetopiperazina y a
un método de produccién del extracto.

Antecedentes de la técnica

A los "dipéptidos", que estan compuestos por dos aminoacidos unidos entre si, se les ha prestado atencién como
sustancias funcionales. Los dipéptidos pueden proporcionarse con propiedades fisicas o funciones novedosas que
no poseen los aminoacidos individuales y se espera que sean materiales con una serie de aplicaciones mas amplias
que las de los aminoacidos. En particular, las dicetopiperazinas, que son dipéptidos ciclicos, son conocidas por tener
diversas actividades fisiologicas, tales como una accién antibacteriana o una accién antioxidante (Bibliografia no de
patente 1y 2) y una accion de mejora de la motivacion por el aprendizaje (Literatura de patente 1), y se predice que
las demandas de dicetopiperazinas aumentaran en los campos médico y farmacolégico.

En general, una dicetopiperazina se produce, por ejemplo, mediante sintesis quimica (bibliografia no de patente 3) o
un método enzimatico (bibliografia no de patente 2 y 4). Ademas, se han propuesto un método de sintesis de un
péptido ciclico que tiene una secuencia de aminoacidos arbitraria mediante reacciones de deshidratacion y ciclacion
de un péptido lineal en agua de alta temperatura y alta presién, de una region supercritica o subcritica (bibliografia
de patente 2) y un método de produccién de un dipéptido ciclico mediante tratamiento térmico de un dipéptido lineal
o un tripéptido lineal en un disolvente acuoso (bibliografia de patente 3 y 4).

El documento JP2011 136916 divulga extractos acidos y bebidas que contienen 2,5-piperazinediona,3,6-
bis(fenilmetil)-(3S,6S) para uso en bebidas.

PRASAD, C. ET AL.: "Could dietary proteins serve as cyclo(His-Pro) precursors?", NEUROPEPTIDES, vol. 19, n.° 1,
mayo de 1991 (1991-05), paginas 17-21, divulgan que los compuestos de dicetopiperazina se producen mediante un
tratamiento térmico y/o tratamiento enzimatico de proteinas y péptidos, y que los compuestos de dicetopiperazina
estan contenidos en los hidrolizados de caseina y proteina de soja.

CN 101 461 441 A (UNIV ZHEJIANG GONGSHANG [CN]) 24 de junio de 2009 (24-06-2009) divulga un método de
doble extraccion de proteinas del té.
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Sumario de la invenciéon
Problema técnico

Aunque, por lo tanto, se espera que las dicetopiperazinas muestren diversas actividades fisiologicas in vivo, casi no
hay dicetopiperazinas de origen natural y alimentos que contengan altas concentraciones de dicetopiperazinas. Se
sabe que las dicetopiperazinas de origen natural estan presentes en los alimentos fermentados, tales como el jerez,
el vino Shaoxing, la salsa de soja, el vino de arroz dulce para cocina y el vinagre (bibliografia no de patente 5), pero
el contenido es significativamente bajo. Para tomar estos alimentos para obtener la funcionalidad de las
dicetopiperazinas, se deben tomar cantidades considerablemente grandes de los alimentos. Por tanto, ninguno de
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ellos es practico. Ademas, se conocen bebidas de café que contienen ciclo(Pro-Phe) o ciclo(Pro-Leu) (bibliografia de
patente 5), pero estas dicetopiperazinas son muy amargas y, por lo tanto, son dificiles de aplicar a otras bebidas.

Adicionalmente, se conocen composiciones que contienen cantidades relativamente grandes de dicetopiperazinas
obtenidas de proteina animal, tales como el colageno y la carne, (bibliografia de patente 4 y 6). Sin embargo, debido
a su sabor, las composiciones que contienen estas dicetopiperazinas obtenidas de proteina animal no pueden
mezclarse directamente con bebidas compuestas principalmente de extractos o jugos vegetales, tales como las
bebidas de té, bebidas de café, bebidas de soja y zumos de frutas o refrescos, tales como agua con sabor, agua
mineral y bebidas gaseosas.

Es un objeto de la presente invencion proporcionar un extracto que contenga una dicetopiperazina de origen natural
y altamente segura a una alta concentracion y que tenga buen sabor, y proporcionar un método de produccion del
extracto.

Solucién del problema

Los presentes inventores, que han estudiado con esmero para resolver los problemas mencionados anteriormente,
descubrieron que se puede producir un extracto vegetal que contiene una alta concentracion de dicetopiperazina
sometiendo a una planta que contiene proteina a un tratamiento de descomposicion para generar péptidos vegetales
y sometiendo los péptidos vegetales a un tratamiento a alta temperatura y alta presion en un liquido. Los inventores
han confirmado que este extracto vegetal tiene un buen sabor y han llegado a la consumacién de la presente
invencion.

La presente invencion se refiere a los siguientes aspectos:

(1) Un extracto vegetal que contiene al menos uno de ciclo-alanil-glutamina, ciclo-alanil-alanina, ciclo-seril-
tirosina, cicloglicil-leucina, ciclo-glicil-triptéfano, ciclo-valil-valina, ciclo-triptofanil-tirosina, ciclo-leucil-triptéfano y
ciclo-fenilalanil-fenilalanina a una concentracion de 10 ug/100 g/Bx o mas; donde el extracto vegetal es un
extracto de té, un extracto de soja, un extracto de malta o un extracto de sésamo, y

la cantidad total de dicetopiperazina (o dicetopiperazinas) por Bx es de 900 ug/100 g/Bx o mas;

(2) El extracto vegetal de acuerdo con el aspecto (1), que es un extracto de té, un extracto de soja o un extracto
de malta;

(3) Un método de produccién de un extracto vegetal que contiene una alta concentracion de dicetopiperazinas
que incluyen cicloleucil-leucina y ciclo-leucil-fenilalanina, comprendiendo el método una etapa de someter a un
péptido vegetal a un tratamiento a de 100 °C a 170°C y 0,101 a 0,79 MPa durante 30 a 500 minutos en un
liquido, donde el péptido vegetal es un péptido del té, un péptido de la soja, un péptido de la malta o un péptido
del sésamo.

(4) El método de acuerdo con el aspecto (3), donde el péptido vegetal es un oligopéptido;

(5) El método de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos (3) o (4), donde el péptido vegetal se prepara
sometiendo a una proteina de origen vegetal o a una planta que contiene proteina a un tratamiento de
descomposicion; donde la planta es una planta de té, una de soja, una de malta o una de sésamo.

(6) El método de acuerdo con el aspecto (5), donde el tratamiento de descomposicién es tratamiento térmico o
tratamiento enzimatico; y

(7) El método de acuerdo con el aspecto (6), donde el tratamiento de descomposicion es tratamiento enzimatico
y la enzima es una proteasa de tipo endoproteasa.

Efectos ventajosos de la invencion

De acuerdo con la presente invencion, puede producirse de manera simple un extracto vegetal que contiene una alta
concentracion de una dicetopiperazina de origen natural y altamente segura en una escala de produccion en masa,
sin precisar un proceso problematico o instalaciones complicadas.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra los resultados de la medicion cuantitativa de la concentracion de ciclo-fenilalanil-fenilalanina en
un producto procesado de péptido vegetal preparado a partir de proteina de soja.

La Fig. 2 muestra los resultados de la medicion cuantitativa de la concentracion de ciclo-fenilalanil-fenilalanina en
un producto procesado de péptido vegetal preparado a partir de proteina de arroz. Estos resultados no son parte
de la presente invencion.

La Fig. 3 muestra una relacion entre el nimero de veces de preextraccion y la tasa de eliminacion del
componente soluble.

Descripcion de las realizaciones

(Péptido vegetal)
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El extracto vegetal de la presente invencion se puede producir sometiendo a los péptidos vegetales a un tratamiento
a alta temperatura y alta presion en un liquido. En el presente documento, la expresion "péptido vegetal" se refiere a
un péptido compuesto por varios aminoacidos unidos por despolimerizacion (formacion de oligopéptidos) de una
proteina de origen vegetal o de una planta que contiene proteina a través de un tratamiento de descomposicion
conocido (por ejemplo, tratamiento de descomposiciéon con calor o presion, tratamiento de descomposicién con un
acido o alcali, o tratamiento de descomposicion con una enzima), a menos que se especifique otra cosa.

El péptido vegetal de la presente invencion es un péptido del té, un péptido de la soja, un péptido de la malta o un
péptido del sésamo. En el presente documento se divulgan también un péptido de la cebada, un péptido del trigo, un
péptido de germen de trigo, un péptido del guisante o un péptido del arroz. Como se describe a continuacion, el
péptido vegetal puede prepararse a partir de una proteina de origen vegetal o de una planta que contiene proteina o
puede ser un producto comercial. Los ejemplos del péptido vegetal disponible en el mercado incluyen péptidos de la
soja, tales como HINUTE AM, HINUTE DC e HINUTE HK (todos fabricados por Fuji Oil Co., Ltd.); péptidos del arroz,
tales como Oryza Peptide P60 (fabricado por Oryza Oil & Fat Chemical Co., Ltd.); peptidos del trigo, tales como el
péptido de glutamina GP-1N y el péptido de glutamina GP-N (ambos fabricados por Nisshin Pharma Inc.); y péptidos
del sésamo, tales como Péptido de Sésamo KM-20 (fabricado por KISCO Ltd.).

Los examenes de los presentes inventores demuestran que el rendimiento de una mezcla de dicetopiperazinas varia
dependiendo del tamario de los péptidos. Los péptidos vegetales incluyen preferentemente una alta proporcion de
péptidos que tienen un peso molecular de 5000 o menos, mas preferentemente un peso molecular de 3000 o menos,
y de manera particular preferentemente un peso molecular de 1000 o menos. Ademas, dado que el uso de la soja,
que tiene un alto indice de aminoacidos, permite la generacion de muiltiples tipos de dicetopiperazinas a una alta
concentracion, los péptidos de la soja son una de las realizaciones preferentes.

El péptido vegetal de la presente invencion puede ser una mezcla de péptidos producida utilizando una proteina de
origen vegetal o una planta que contiene proteina como materia prima. En concreto, los ejemplos de la mezcla de
péptidos incluyen los producidos por el tratamiento de descomposicion conocido (por ejemplo, tratamiento de
descomposiciéon con calor o presion, tratamiento de descomposicion con un acido o alcali, o tratamiento de
descomposicion con una enzima) de una materia prima: una proteina de origen vegetal, tal como proteina de la soja,
proteina del suero, proteina de del germen de trigo, proteina del arroz o proteina de del sésamo; o una planta
comestible que contiene proteina, tal como una hoja (por ejemplo, hojas de té verde), una semilla (por ejemplo,
cebada, trigo, malta, sésamo o arroz), una judia (por ejemplo, soja, judia adzuki o soja negra), una patata (por
ejemplo, batata o patata). Entre estas plantas que contienen proteinas, la soja, la malta y las hojas de té se usan
preferentemente en la presente invencion. En particular, se utilizan preferentemente la soja y las hojas de té, y se
usan mas preferentemente las hojas de té. El tratamiento de descomposicion se aplica a la proteina de origen
vegetal mencionada anteriormente o a la planta que contiene proteina como materia prima para preparar una mezcla
de péptidos, que se usa como el péptido vegetal. Este tratamiento de descomposicion se realiza bajo condiciones
que permiten la generacion de oligopéptidos. En concreto, el tratamiento de descomposicion se realiza para
aumentar la proporcion de péptidos que tienen un peso molecular de 5000 o menos (preferentemente un peso
molecular de 3000 o menos y mas preferentemente un peso molecular de 1000 o menos).

El tratamiento de descomposicion se realiza preferentemente con calor y/o una enzima debido a la facilidad (alta
velocidad de reaccion) de generacion de un oligopéptido previsto y la facilidad de tratamiento en masa. En particular,
se emplea preferentemente el tratamiento de descomposicién con una enzima (en lo sucesivo en el presente
documento denominado tratamiento enzimatico).

El tratamiento de descomposicidon por calentamiento se realiza en un disolvente para evitar que la planta o la
proteina se quemen. La cantidad de disolvente es normalmente de aproximadamente 10 a 100 partes en masa,
preferentemente de aproximadamente 15 a 80 partes en masa, mas preferentemente de aproximadamente 20 a 60
partes en masa, y de manera particular preferentemente de aproximadamente 20 a 40 partes en masa basado en 1
parte en masa de la planta. El disolvente es preferentemente, por ejemplo, agua, etanol o una mezcla de los
mismos, y de manera particular preferentemente agua. El calentamiento puede realizarse bajo cualquier condicion
que permita la generacion de péptidos. Los ejemplos de las condiciones de calentamiento incluyen calentamiento a
100°C o mas y adicionalmente a 125°C o mas durante 30 minutos a varias horas, preferentemente,
aproximadamente 2 a 7 horas. Como equipo de tratamiento térmico, por ejemplo, se puede utilizar una olla a presion
0 una autoclave, dependiendo de las condiciones de calentamiento. Este tratamiento térmico puede realizarse de
forma simultanea con la "etapa de tratamiento a alta temperatura y alta presion en un liquido" de la presente
invencion.

En la produccion de péptidos vegetales mediante el tratamiento enzimatico, la enzima utilizada es una enzima
proteolitica (proteasa) y es preferentemente una proteasa que tiene una alta actividad de descomposicion de tipo
endoproteasa. La proteasa se clasifica en lineas generales en tres categorias: proteasa alcalina, proteasa neutra y
proteasa acida, basandose en la diferencia del pH éptimo para la accion. Ademas, el origen de una proteasa es de
origen vegetal, un origen animal o un origen microbiano. La enzima puede tener cualquier origen y pH 6ptimo que no
provoque influencias desventajosas, tales como una baja eficacia de descomposicion o un mal sabor del extracto de
descomposicién resultante.
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Los ejemplos de proteasa bacteriana que se puede utilizar en la presente invencion incluyen Proteasa N, Proteasa
NL, Proteasa S y Proleather (R) FG-F (todos fabricados por Amano Enzyme Inc.); Protina NY, Protina P, Deskina,
Depirays, Protina A y Thermoase (R) (todas fabricadas por Daiwa Fine Chemicals Co., Ltd.); Bioplase (R) XL-416F,
Bioplase (R) SP-4FG y Bioplase (R) SP-15FG (todos fabricados por Nagase ChemteX Corporation); Orientase (R)
90N, Nucleicina (R), Orientase (R) 10NL y Orientase (R) 22BF (todos fabricados por HBI Enzymes Inc.); Aloase (R)
AP-10 (fabricado por Yakult Pharmaceutical Industry Co., Ltd.); Protamex (R), Neutrase (R) y Alcalase (R) (todas
fabricadas por Novozymes Japan Ltd.); COROLASE N, COROLASE 7089, VERON W y VERON P (todos fabricados
por AB Enzymes); Enchiron NBS (fabricado por Rakuto Kasei Industrial Co., Ltd.); y Alkali Protease GL440, Purafect
(R) 4000L, Proteasa 899 y Protex 6L (todas fabricados por Genencor Kyowa Co., Ltd.). Los ejemplos de proteasa de
aspergilo que se puede utilizar en la presente invencion incluyen Proteasa N, Proteasa M, Proteasa P, Umamizyme,
Peptidasa R, Newlase (R) A y Newlase (R) F (todas fabricadas por Amano Enzyme Inc.); Sumizyme (R) AP,
Sumizyme (R) LP, Sumizyme (R) MP, Sumizyme (R) FP y Sumizyme (R) LPL (todas fabricadas por Shinnihon
Chemicals Corporation); Protina (R) FN (fabricadas por Daiwa Fine Chemicals Co., Ltd.); Denapsin 2P, Denazyme
(R) AP y XP-415 (todas fabricadas por Nagase ChemteX Corporation); Orientase (R) 20A, Orientase (R) ONS y
Tetrase (R) S (todas fabricadas por HBI Enzymes Inc.); Molsin (R) F, PD Enzyme, IP Enzyme y AO-Protease (todas
fabricadas por Kikkoman Corporation); Sakanase (fabricado por Kaken Pharma Co., Ltd.); Pantidase (R) YP-SS,
Pantidase (R) NP-2 y Pantidase (R) P (todas fabricadas por Yakult Pharmaceutical Industry Co., Ltd.); Flavourzyme
(R) (fabricado por Novozymes Japan Ltd.); Kokulase (R) SS y Kokulase (R) P (ambas fabricadas por Mitsui Lifetech
Co., Ltd.); y VERON PS y COROLASE PN-L (ambas fabricadas por AB Enzymes). Los ejemplos de otras proteasas
que pueden utilizarse en la presente invencion incluyen las proteasas de actinomicetos (por ejemplo, Actinase (R)
AS y Actinase (R) AF (ambas fabricadas por Kaken Pharma Co., Ltd.); y Tasinase (R) (fabricado por Genencor
Kyowa Co., Ltd.)); proteasas de origen vegetal (por ejemplo, Papaina W-40 (fabricada por Amano Enzyme Inc.),
papaina purificada de calidad alimentaria (fabricada por Nagase ChemteX Corporation)); y pepsina y ftripsina
animales.

Entre las proteasas mencionadas anteriormente, desde el punto de vista de la eficacia de descomposicion y el sabor
de la solucién que contiene péptidos resultante, la proteasa es preferentemente una proteasa bacteriana, mas
preferentemente una proteasa neutra obtenida de Bacillus subtilis o una proteasa obtenida de Bacillus
amyloliquefaciens o Bacillus stearothermophilus, y de manera particular preferentemente una proteasa neutra
obtenida de Bacillus subtilis.

Dicha proteasa se utiliza en una cantidad dentro de un intervalo del 0,1 % al 20 % en peso, preferentemente del 1 %
al 15 % en peso, mas preferentemente del 3 a 10 % en peso, basado en la cantidad de la proteina de origen vegetal
o de la planta que contiene proteina. Una cantidad menor que el intervalo mencionado anteriormente no puede
proporcionar el efecto de aumento del rendimiento de la generacién de péptidos, mientras que una cantidad mayor
que el intervalo mencionado anteriormente no puede lograr un aumento considerable del rendimiento de la
generacion de péptidos, lo cual es desventajoso en costos. En el tratamiento enzimatico, se afiade agua a una
proteina de origen vegetal o una planta para permitir que la enzima actuie sobre la proteina o planta humedecida. La
cantidad de agua a anadir es normalmente de aproximadamente 10 a 50 partes en masa, mas preferentemente de
aproximadamente 10 a 30 partes en masa, y de manera particular preferentemente de aproximadamente 10 a 20
partes en masa basado, basado en 1 parte en masa de la proteina o planta seca.

Las condiciones para el tratamiento enzimatico mediante una proteasa pueden determinarse en vista de las
condiciones Optimas para la proteasa y normalmente son de 20 °C a 70 °C (preferentemente 30 °C a 60 °C y mas
preferentemente 40 °C a 60 °C) durante aproximadamente 30 min a 24 horas (preferentemente 1 a 12 horas y mas
preferentemente 1 a 6 horas).

Dado que los sitios de accion de las enzimas sobre la proteina como sustrato son distintos segun los tipos de
enzimas, la composicién de la mezcla de dicetopiperazinas preparada por la presente invencién puede variarse. Por
consiguiente, la enzima se puede seleccionar en vista de la composicion de una mezcla de dicetopiperazinas
deseada. Se pueden utilizar dos 0 mas enzimas en combinacion.

Cuando una planta se utiliza para péptidos vegetales, el pretratamiento para reducir la cantidad de proteina soluble
en agua contenida en la planta se realiza preferentemente antes de la etapa de generacion de péptidos mediante el
tratamiento de descomposicion descrito anteriormente. Los examenes de los presentes inventores demuestran que
la reduccion de la proteina soluble en agua por adelantado aumenta considerablemente el rendimiento de péptidos
generados por el tratamiento de descomposicion o el rendimiento de dicetopiperazinas generadas por el tratamiento
térmico de la presente invencion. Los ejemplos del pretratamiento para eliminar la proteina soluble en agua incluyen
un método en el que la proteina soluble en agua se eluye calentando una planta en un liquido, se realiza la
separacion solido-liquido para recoger el sélido (planta) y el sélido se descompone, y un método en el que una
planta se somete a un tratamiento de extraccion con un disolvente acuoso, tal como agua, y el residuo de extraccion
se descompone (en lo sucesivo en el presente documento estos métodos se denominan en conjunto
"preextraccion"). En la preextraccion, se sumerge una planta en un disolvente de extraccion cuyo peso es
preferentemente de aproximadamente 15 veces o mas, mas preferentemente de aproximadamente 15 a 150 veces,
el peso de la planta y el componente soluble, tal como la proteina soluble en agua, contenido en la planta, se eluye.
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En este caso, el disolvente de extraccion se puede calentar de antemano. Como alternativa, se sumerge una planta
en un disolvente de extraccion y el disolvente se puede calentar para la extraccion. El disolvente de extraccion es
preferentemente agua pura y puede ser agua pura que contenga de forma apropiada un disolvente organico, tal
como etanol. El disolvente de extraccion puede contener minerales para ajustar de forma apropiada la dureza del
mismo.

La preextraccion puede realizarse a cualquier temperatura de extraccion y generalmente se realiza a
aproximadamente 50 °C a 100 °C, preferentemente de aproximadamente 60 °C a 95 °C, y mas preferentemente de
aproximadamente 70 °C a 90 °C. El tiempo de extracciéon es de aproximadamente 1 min a 24 horas, preferentemente
de aproximadamente 3 min a 20 horas. Las condiciones de extraccion, tales como la temperatura y el tiempo de
extraccion, se ajustan de modo que la tasa de eliminacion del componente soluble en el residuo de extraccion
resultante sea del 60 % o mas, preferentemente el 70% o mas, mas preferentemente el 80 % o mas, mas
preferentemente el 90 % o mas y de manera particular preferentemente el 95 % o mas. La tasa de eliminacion del
componente soluble significa la proporcion relativa del sélido recogido con la soluciéon de extraccion cuando la
cantidad maxima del componente soluble que se puede eliminar se define como el 100 %, y es el valor calculado por
la expresion: "(la cantidad (cantidad total: g) de solucion obtenida por preextraccion x su Brix [Bx])/(la cantidad
maxima (g) del componente soluble que se puede eliminar x su Brix [Bx]) x 100 (%)". A lo largo de la memoria
descriptiva, "la cantidad maxima del componente soluble que se puede eliminar" se indica convenientemente por "la
cantidad de la solucion obtenida repitiendo, diez veces, la extraccion con agua hirviendo de una cantidad de 30
veces el peso de la planta durante 10 min". A lo largo de la memoria descriptiva, el término "Bx" se puede medir con
una escala de Bx disponible en el mercado.

La preextraccion de una planta puede realizarse una o varias veces. El extracto obtenido mediante preextraccion se
puede desechar o se puede utilizar afiadiéndolo a un alimento o bebida. Por ejemplo, el extracto mezclado con un
extracto vegetal que contiene una dicetopiperazina preparada por la presente invencion se puede afiadir a un
alimento o bebida.

(Tratamiento térmico)

En el método de produccion de la presente invencion, las dicetopiperazinas se generan sometiendo tales péptidos
vegetales a un tratamiento a alta temperatura y alta presién en un liquido. El liquido para el tratamiento a alta
temperatura y alta presion es preferentemente agua pura y puede ser agua pura que contiene de forma apropiada un
disolvente organico, tal como etanol. El disolvente de extraccién puede contener minerales para ajustar de forma
apropiada la dureza del mismo. El liquido para el tratamiento térmico se concentra o diluye opcionalmente para tener
un Brix (Bx) de aproximadamente 0,1 a 50.

A lo largo de la memoria descriptiva, la expresion "alta temperatura y alta presion” se refiere a una temperatura de
100 °C o mas, y una presion que supera la presion atmosférica. Como aparato de extraccion de alta temperatura y
alta presion, por ejemplo, se puede utilizar un aparato de extraccion resistente a la presion, una olla a presion o una
autoclave, dependiendo de las condiciones.

La temperatura de alta temperatura y alta presion es de 100 °C a 170 °C, preferentemente de 110 °C a 150 °C, y de
forma particular preferentemente 120 °C a 140 °C. En el caso de utilizar un aparato de extraccién resistente a la
presion como aparato de calentamiento, esta temperatura es la temperatura de salida medida de la columna de
extraccion. En el caso de utilizar una autoclave como aparato de calentamiento, esta temperatura es la temperatura
medida en el centro del recipiente a presion. La presion es de 0,101 a 0,79 MPa y preferentemente de 0,101 a
0,48 MPa. El tiempo de calentamiento es de aproximadamente 30 a 500 minutos y preferentemente de
aproximadamente 60 a 300 minutos.

Otras condiciones 6ptimas para el tratamiento térmico estan dentro de un intervalo de tiempo y temperatura
rodeados por los siguientes sistemas de coordenadas (i) a (vi), en que el tiempo (min) se representa en el eje
horizontal y la temperatura (°C) en el eje vertical.

(i) (170 °C, 30 min), (i) (150 °C, 30 min), (iii) (115 °C, 180 min), (iv) (105 °C, 480 min), (v) (135 °C, 480 min) y (vi)
(150 °C, 180 min).

Después del tratamiento a alta temperatura y alta presion en un liquido, la fraccién liquida se recoge realizando
opcionalmente separacion solido-liquido para obtener un extracto vegetal que contiene una alta concentracion de las
dicetopiperazinas de la presente invencion. La separacion sélido-liquido se logra por filtracion y/o centrifugacion.

Aunque la composicion de las dicetopiperazinas en el extracto vegetal resultante que contiene una alta
concentracion de las dicetopiperazinas varia dependiendo del origen (el tipo de planta como materia prima) de los
péptidos vegetales y del tipo de enzima, el tratamiento a alta temperatura y alta presion de los péptidos vegetales de
la presente invencién en un liquido puede aumentar la cantidad de al menos una dicetopiperazina seleccionada del
grupo que consiste en cicloalanil-glutamina (Numero de registro CAS: 268221-76-7; Ciclo(Ala-GlIn)), ciclo-histidil-
treonina (numero de registro CAS: 53109-32-3; Ciclo(His-Pro)), ciclo-alanil-alanina (ndmero de registro CAS: 5845-
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61-4; Ciclo(Ala-Ala)), ciclo-glicil-prolina (nimero de registro CAS: 3705-27-9; Ciclo(Gly-Pro)), ciclo-seril-tirosina
(numero de registro CAS: 21754-31-4; Ciclo(Ser-Tyr)), ciclo-prolil-treonina (nimero de registro CAS: 227777-31-3;
Ciclo(Pro-Thr)), ciclo-histidil-fenilalanina (nimero de registro CAS: 56586-95-9; Ciclo(His-Phe)), ciclo-alanil-prolina
(numero de registro CAS: 65556-33-4; Ciclo(Ala-Pro)), ciclo-fenilalanil-serina (nimero de registro CAS: 35591-00-5;
Ciclo(Phe-Ser)), ciclo-glicil-leucina (nimero de registro CAS: 5845-67-0; Ciclo(Gly-Leu)), ciclo-glicil-fenilalanina
(numero de registro CAS: 10125-07-2; Ciclo(Gly-Phe)), ciclo-propil-prolina (Ciclo(Pro-Pro)), ciclo-glicil-triptéfano
(Ciclo(Gly-Trp)), ciclo-aspartil-fenilalanina (nimero de registro CAS: 5262-10-2; Ciclo(Asp-Phe)), ciclo-valil-prolina
(Ciclo(Val-Pro)), ciclo-prolil-tirosina (Ciclo(Pro-Tyr)), ciclo-metionil-prolina (Ciclo(Met-Pro)), ciclo-metionil-metionina
(Ciclo(Met-Met)), ciclo-valilvalina (Ciclo(Val-Val)), ciclo-leucil-prolina (nimero de registro CAS: 2873-36-1; Ciclo(Leu-
Pro)), ciclo-triptofaniltirosina (Ciclo(Trp-Tyr)), ciclo-fenilalanil-prolina (nimero de registro CAS: 3705-26-8; Ciclo(Phe-
Pro)), ciclo-leuciltriptéfano (nimero de registro CAS: 15136-34-2; Ciclo(Leu-Trp)), ciclo-fenilalanil-triptéfano (nimero
de registro CAS: 82597-82-8; Ciclo(Phe-Trp)), ciclo-leucil-fenilalanina (numero de registro CAS: 7280-77-5;
Ciclo(Leu-Phe)), cicloleucil-leucina (numero de registro CAS: 952-45-4; Ciclo(Leu-Leu)) y ciclo-fenilalanil-fenilalanina
(Numero de registro CAS: 2862-51-3; Ciclo(Phe-Phe)).

En particular, la presente invencién es ventajosa para la produccion de un extracto vegetal que contiene una alta
concentracion de dicetopiperazinas que incluyen Ciclo(Leu-Leu) y Ciclo (Leu-Phe) en concentraciones relativamente
altas. La presente invencion también es ventajosa para la producciéon de un extracto vegetal que contiene una alta
concentracion de Ciclo(Phe-Phe).

Una dicetopiperazina natural de origen vegetal que contiene una alta concentracion de una dicetopiperazina
especifica puede producirse selectivamente a partir de un extracto vegetal que contiene una alta concentracion de la
dicetopiperazina de la presente invencion mediante un tratamiento de purificacién conocido. Por consiguiente, desde
un punto de vista, la presente invencion se refiere a un método para la produccién de un extracto vegetal que
contiene una alta concentracion de dicetopiperazinas que incluyen Ciclo(Leu-Leu) y Ciclo(Phe-Phe) y, desde otro
punto de vista, la presente invencién se refiere a un método para la produccién de una dicetopiperazina especifica
(por ejemplo, Ciclo(Ala-Ala), Ciclo(Leu-Phe), Ciclo(Leu-Leu) o Ciclo(Phe-Phe)).

(Extracto vegetal)

A lo largo de la memoria descriptiva, el término "extracto" se refiere a un extracto liquido, y un "extracto vegetal" de
la presente invencion se refiere a un extracto liquido preparado por tratamiento de extracciéon de una planta o su
producto procesado.

La presente invencién puede proporcionar un extracto vegetal que contiene al menos uno de Ciclo(Ala-Gln),
Ciclo(Ala-Ala), Ciclo(Ser-Tyr), Ciclo(Gly-Trp), Ciclo(Val-Val), Ciclo(Trp-Tyr), Ciclo (Leu-Trp) y Ciclo (Phe-Phe) en una
cantidad por Bx de 10 ug/100 g/Bx o mas.

La presente invencion proporciona un extracto vegetal que contiene dicetopiperazinas en una cantidad total de
900 ug/100 g o mas, preferentemente 1000 ug/100 g o mas, mas preferentemente 2000 pg/100 g o mas, y de
manera particular preferentemente 5000 ug/100 g o mas. A lo largo de la memoria descriptiva, a menos que se
indique otra cosa, la cantidad total de dicetopiperazinas se refiere a la suma de las cantidades de Ciclo(Ala-GIn),
Ciclo (His-Pro), Ciclo (Ala-Ala), Ciclo (Gly-Pro), Ciclo (Ser-Tyr), Ciclo (Pro-Thr), Ciclo (His-Phe), Ciclo (Ala-Pro), Ciclo
(Phe-Ser), Ciclo (Gly-Leu), Ciclo (Gly-Phe), Ciclo (Pro-Pro), Ciclo (Gly-Trp), Ciclo (Asp-Phe), Ciclo (Val-Pro), Ciclo
(Pro-Tyr), Ciclo (Met-Pro), Ciclo (Met-Met), Ciclo (Val-Val), Ciclo (Leu-Pro), Ciclo (Trp-Tyr), Ciclo (Phe-Pro), Ciclo
(Leu-Trp), Ciclo (Phe-Trp), Ciclo (Leu-Phe), Ciclo (Leu-Leu) y Ciclo (Phe-Phe).

En general, dado que un extracto que tiene un alto Bx contiene diversas sustancias (por ejemplo, sustancias
amargas) procedentes de la materia prima en una alta concentracion, el extracto en si mismo es inadecuado como
bebida, y la adicidon del extracto a una bebida también es inadecuada debido a la influencia en el sabor o la
sensacion en la lengua. Por consiguiente, con respecto a la adicién a una bebida, se prefiere un Bx mas bajo. La
presente invencion puede proporcionar un extracto vegetal que contiene una gran cantidad de dicetopiperazinas de
sustancias fisioldgicamente activas y que tiene un bajo Bx, es decir, un extracto vegetal que tiene una alta relacién
del contenido de dicetopiperazinas con respecto al Bx. En concreto, se proporciona un extracto vegetal que tiene
una relacion de la cantidad total (unidad: pg/100 g) de las dicetopiperazinas mencionadas anteriormente con
respectos al Brix (Bx) de 900 (ug/100 g/Bx) o mas, preferentemente 1000 (ug/100 g/Bx) o mas, mas preferentemente
2000 (pg/100 g/Bx), y mas preferentemente 5000 (pg/100 g/Bx). El limite superior de la cantidad de
dicetopiperazinas en un extracto no esta particularmente limitado y puede determinarse apropiadamente a la luz de
la solubilidad de las dicetopiperazinas y habitualmente es de aproximadamente 1000 mg/100g o menos,
preferentemente de aproximadamente 500 mg/100 g o menos, y mas preferentemente de aproximadamente
200 mg/100 g o menos.

En el caso de un extracto vegetal preparado aplicando el método de produccion de la presente invencion a una
planta como materia prima, la generacién de subproductos es baja, dado que no se realiza fermentacion. Ademas, la
preextraccion reduce la cantidad del componente soluble para proporcionar un extracto vegetal que tiene un sabor
caracteristico de amargor significativamente bajo.
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Dicho extracto vegetal tiene un buen sabor y también un excelente aspecto sin, por ejemplo, precipitacion y turbidez
y, por lo tanto, pueden utilizarse directamente como extracto o para condimentos, bebidas y otros productos
alimenticios sin realizar un protratamiento especifico. El extracto vegetal de la presente invencién contiene un gran
contenido de dicetopiperazinas, pero tiene un bajo Bx relativo. Por consiguiente, la cantidad a afiadir a un alimento o
bebida (en particular, una bebida) puede ser baja, lo cual es una ventaja para aumentar el grado de libertad en el
disefio de una comida o bebida. En particular, la extraccion vegetal se puede mezclar directamente con una bebida
compuesta principalmente por un extracto o zumo de una planta, tal como una bebida de té, bebida de café, bebida
de soja o zumo de fruta o refresco, tal como agua con sabor, agua mineral o una bebida gaseosa. Por ejemplo, una
bebida mezclada con un extracto vegetal de la presente invencion de manera que la cantidad total de
dicetopiperazinas sea de 10 ug/100 g o mas, preferentemente 20 pug/100 g o mas, mas preferentemente 40 ug/100 g
0 mas, y mas preferentemente 60 ug/100 g o mas, puede tener buen sabor sin amargor.

El extracto vegetal preparado por la presente invencion puede someterse a, por ejemplo, tratamiento de clarificacion
dependiendo de la forma del alimento o bebida a la que se agrega el extracto vegetal. En tal caso, el extracto vegetal
tiene la ventaja de que la clarificacion se puede realizar facilmente, dado que, por ejemplo, el extracto no contiene
aceite e incluye fibras.

Los ejemplos de una forma preferente del extracto vegetal de la presente invencion incluyen extractos de té,
extractos de soja o extractos de malta. A continuacion se describiran estos extractos en detalle.

(Extracto de té)

A lo largo de la memoria descriptiva, la expresion "extracto de té" se refiere a un extracto de té preparado por
tratamiento de extraccion de hojas de té. Las hojas de té de la materia prima de extraccion son partes bebibles por
extraccion de una planta de té (nombre cientifico: Camellia sinensis), tales como hojas y tallos de hojas de té.
Ademas, las hojas de té pueden estar en cualquier forma, tal como una macrdfila o forma en polvo. El tiempo de
cosecha de las hojas de té puede ser en cualquier momento y se selecciona adecuadamente para obtener el sabor
deseado.

El extracto vegetal (extracto de té) que contiene una alta concentracion de dicetopiperazinas preparadas por la
presente invencion se caracteriza por el proceso de produccion sin realizar fermentacién para inhibir la generacion
de subproductos y obtener un buen sabor. Desde el punto de vista de este sabor, las hojas de té son
preferentemente de té no fermentado al vapor (té verde), tal como sencha, bancha, houjicha, gyokuro, kabusecha y
té dulce, o té kamairi sin fermentar, tal como ureshinocha, aoyagicha, o una variedad de té chino.

Los presentes inventores midieron las concentraciones de dicetopiperazinas en extractos de té preparados
extrayendo hojas de té disponibles en el mercado. Los resultados demuestran que el té fermentado contiene una
cantidad significativamente baja (aproximadamente 0 a 200 ug/100 g/Bx) de las dicetopiperazinas y que el té verde
no contiene sustancialmente las dicetopiperazinas (véase la Tabla 1, el método de medicion es el mismo que el
mostrado en el Ejemplo 1).

[Tabla 1]
TR (min) Concentracién de dicetopiperazinas Té verde Goishicha | Té Pu-erh 1 | Té Pu-erh 2
(Ppm/Bx)
3,6 Ala-GIn 0,0 0,0 0,0 0,0
3,7 His-Pro 0,0 0,2 0,0 0,0
4,4 Ala-Ala 0,0 0,0 0,0 0,0
5,6 Gly-Pro 0,0 0,1 0,1 0,1
5,8 Ser-Tyr 0,0 0,0 0,0 0,0
5,8 Pro-Thr 0,0 0,6 0,2 0,1
6,5 His-Phe 0,0 0,0 0,0 0,0
6,7 Ala-Pro 0,0 0,2 0,3 0,2
7,4 Phe-Ser 0,0 0,0 0,0 0,0
7,8 Gly-Leu 0,0 0,0 0,0 0,0
8,1 Gly-Phe 0,0 0,0 0,0 0,0
8,6 Pro-Pro 0,0 0,1 0,1 0,1
8,6 Gly-Trp 0,0 0,0 0,0 0,0
8,9 Asp-Phe 0,0 0,0 0,0 0,0
9,2 Val-Pro 0,0 0,1 0,2 0,2
9.4 Pro-Tyr 0,0 0,1 0,1 0,1
9,6 Met-Pro 0,0 0,0 0,0 0,0
10,2 Met-Met 0,0 0,0 0,0 0,0
10,2 Val-Val 0,0 0,0 0,0 0,0
10,7 Leu-Pro 0,0 0,2 0,1 0,1
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(continuacion)

TR (min) Concentracién de dicetopiperazinas Té verde Goishicha | Té Pu-erh 1 | Té Pu-erh 2
(ppm/Bx)
10,5 Trp-Tyr 0,0 0,0 0,0 0,0
11,0 Phe-Pro 0,0 0,1 0,1 0,1
11,2 Leu-Trp 0,0 0,0 0,0 0,0
11,8 Phe-Trp 0,0 0,0 0,0 0,0
12,3 Leu-Phe 0,0 0,0 0,0 0,0
12,4 Leu-Leu/lle-lle 0,0 0,0 0,0 0,0
12,6 Phe-Phe 0,0 0,0 0,0 0,0
Concentracion total (ppm/Bx) 0,0 1,9 1,2 0,8
Concentracion total por unidad de Bx
(1g/100 g/BX) 0 193 119 82

Por el contrario, el extracto de té de la presente invencién contiene al menos uno de Ciclo(Ala-GIn), Ciclo(Ala-Ala),
Ciclo(Ser-Tyr), Ciclo(Gly-Trp), Ciclo(Val-Val), Ciclo(Trp-Tyr), Ciclo(Leu-Trp) y Ciclo(Phe-Phe) de las
dicetopiperazinas, que no estan contenidos en tés convencionales, a una concentracion de 10 ug/100 g/Bx o mas.

Como alternativa, el extracto de té de la presente invencion contiene cada uno de Ciclo (Ala-GIn), Ciclo (His-Pro),
Ciclo (Ala-Ala), Ciclo (Gly-Pro), Ciclo (Ser-Tyr), Ciclo (Pro-Thr), Ciclo (His-Phe), Ciclo (Ala-Pro), Ciclo (Phe-Ser),
Ciclo (Gly-Leu), Ciclo (Gly-Phe), Ciclo (Pro-Pro), Ciclo (Asp-Phe), Ciclo (Val-Pro), Ciclo (Pro-Tyr), Ciclo (Met-Pro),
Ciclo (Leu-Pro), Ciclo (Phe-Pro), Ciclo (Leu-Phe) y Ciclo (Leu-Leu) a una concentraciéon de 0,1 ppm/Bx
(10 pg/100 g/Bx o mas. El extracto de té contiene preferentemente cada una de las dicetopiperazinas mencionadas
anteriormente a una concentracion de 0,2 ppm/Bx o mas, mas preferentemente de 0,3 ppm/Bx o mas, mas
preferentemente de 0,4 ppm/Bx o mas, y de manera particular preferentemente de 0,5 ppm/Bx o mas.
Adicionalmente, el extracto de té puede contener cada uno de Ciclo(Gly-Trp), Ciclo(Val-Val), Ciclo(Trp-Tyr),
Ciclo(Leu-Trp), Ciclo(Phe-Trp) y Ciclo(Phe-Phe) a una concentracion de 0,1 ppm/Bx (10 ug/100 g/Bx o mas,
preferentemente de 0,2 ppm/Bx o mas, y mas preferentemente de 0,3 ppm/Bx 0 mas.

Las dicetopiperazinas que se sabe que tienen un fuerte amargor son Ciclo(Leu-Pro) y Ciclo(Phe-Pro) de las
dicetopiperazinas contenidas en las bebidas de café (véase la Patente japonesa abierta a inspeccion publica N.°
2010-166911) y Ciclo(Leu-Trp) de un tratamiento de descomposicion producto de la caseina (Protein Research
Foundation, Peptide Institute, Inc., N.° 2, 1974). El extracto de té de la presente invencién contiene estas
dicetopiperazinas que tienen un fuerte amargor, pero el extracto en si no tiene sustancialmente amargor. Una
soluciéon acuosa que contiene Ciclo(Leu-Pro), Ciclo(Phe-Pro) y Ciclo(Leu-Trp) en las mismas concentraciones que
las del extracto de té tiene un fuerte amargor. Por lo tanto, se sugiere que otras dicetopiperazinas y componentes
procedentes del té presentes en el extracto de té reduzcan de forma aditiva o sinérgica el amargor de Ciclo(Leu-
Pro), Ciclo(Phe-Pro) y Ciclo(Leu-Trp). En particular, un extracto de té que tiene una relacién [(B)/(A)] de la cantidad
total (B) de las dicetopiperazinas que tienen amargor, Ciclo(Leu-Pro), Ciclo(Phe-Pro) y Ciclo(Leu-Trp), con respecto
la cantidad total (A) de Ciclo(Leu-Leu) y Ciclo(Leu-Phe) de 1,0 o menos (preferentemente 0,8 o menos, mas
preferentemente 0,6 o menos, y de forma particular preferentemente 0,4 o menos) es un extracto que contiene
dicetopiperazinas que no tiene ningln sabor tal como el amargor y se puede afiadir directamente a los alimentos y
bebidas (en particular, a bebidas).

La cantidad total de dicetopiperazinas por Bx en el extracto de té es de 900 pg/100 g/Bx o mas, preferentemente de
900 a 30000 pg/100 g/Bx, mas preferentemente de 2000 a 25000 ug/100 g/Bx, y de manera particular
preferentemente de 5000 a 20000 ug/100 g/Bx. Dicho intervalo de concentraciones es ventajoso para producir un
alimento o bebida provisto de las funciones (tales como la actividad fisioldgica) de las dicetopiperazinas.

Dicho extracto de té puede producirse convenientemente descomponiendo proteinas en las hojas de té para
preparar péptidos del té y sometiendo los péptidos del té a tratamiento a alta temperatura y alta presion. Las hojas
de té contienen proteina de forma abundante, en aproximadamente un 25 % (Food Composition Table, 52 ed.). Por
consiguiente, se puede esperar obtener péptidos del té mediante el tratamiento de descomposicion de la proteina de
las hojas de té con una enzima, tal como una proteasa, pero la accion de las proteasas en las hojas de té no puede
proporcionar una gran cantidad de péptidos del té. Dado que el 80 % o mas de todas las proteinas en las hojas de té
son proteinas insolubles, es preferible preparar péptidos del té haciendo actuar eficazmente una enzima proteolitica
sobre la proteina contenida en las hojas de té. En concreto, la proteina soluble en agua se elimina de las hojas de té
mediante un pretratamiento y una enzima proteolitica, tal como una proteasa, se deja actuar sobre el residuo de
extraccion resultante para preparar péptidos del té. Es decir, el extracto de té de la presente invencién que contiene
una alta concentracién de dicetopiperazinas se puede producir convenientemente descomponiendo de forma eficaz
proteina insoluble en agua realizando de forma secuencial las siguientes etapas:

(a) extraccion de hojas de té con agua y recoleccion del residuo de extraccion;
(b) hacer actuar una proteasa de tipo endoproteasa sobre el residuo de extraccion en presencia de agua, para
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descomponer la proteina de las hojas de té para preparar una solucidon que contenga péptidos del té;

(c) someter la soluciéon que contiene péptidos del té a un tratamiento a alta temperatura y alta presion para
preparar una solucion de reaccion; y

(d) someter la solucion de reaccién a un tratamiento de separacion soélido-liquido para recoger una solucion que
contenga dicetopiperazinas, o

(a) extraccion de hojas de té con agua y recoleccion del residuo de extraccion;

(b) hacer actuar una proteasa de tipo endoproteasa sobre el residuo de extraccion en presencia de agua, para
descomponer la proteina de las hojas de té para preparar una solucidon que contenga péptidos del té;

(d') someter la solucién que contiene péptidos del té a un tratamiento de separacién sélido-liquido para recoger
una solucién que contenga péptidos del té; y

(C") someter la solucion que contiene péptidos del té a un tratamiento a alta temperatura y alta presiéon para
preparar una solucion de reaccion que contenga dicetopiperazinas.

Las condiciones para cada etapa son las descritas anteriormente. En la preextraccion en la etapa (a), también puede
utilizarse un residuo de extraccion, tal como las hojas de té utilizadas obtenidas mediante el tratamiento de
extraccion en, por ejemplo, la produccion de bebidas de té. Convencionalmente, las proteinas del té insolubles en
agua de las hojas de té no se han utilizado como fuente de nutrientes. Por ejemplo, la mayoria de las mas de 22000
toneladas de residuos de extraccion generados en la produccion de bebidas de té verde en Japdn se han descartado
como recursos no utilizados, pero el método descrito anteriormente para producir un extracto de té también es Uutil
para la utilizacion eficaz de tales hojas de té usadas que tradicionalmente se han descartado.

Este método puede producir un extracto de té que contiene una alta concentracion de Ciclo(Leu-Leu), Ciclo(Leu-
Phe) y Ciclo(Ala-Ala). En concreto, el extracto contiene el 10 % (en peso) o mas de Ciclo(Leu-Leu), el 10 % o mas
de Ciclo(Leu-Phe) y el 7 % o mas de ciclo (Ala-Ala), basado en la cantidad total de dicetopiperazinas en el extracto
de té. Cuando estos contenidos en peso se expresan en cantidades, el extracto de té contiene cada una de estas
dicetopiperazinas a una concentracion de 5,0 ppm/Bx (500 ug/100 g/Bx) o mas, preferentemente de 8,0 ppm/Bx o
mas, y mas preferentemente de 10,0 ppm/Bx o mas. El limite superior de la misma es de aproximadamente
50,0 ppm/Bx o menos, preferentemente de aproximadamente 40,0 ppm/Bx o mas, mas preferentemente de
aproximadamente 35,0 ppm/Bx o mas, y mas preferentemente de 30,0 ppm/Bx o mas.

Ademas, se encontré que las concentraciones de Ciclo(Leu-Leu), Ciclo(Leu-Phe) y Ciclo (Phe-Phe) aumentan
notablemente repitiendo la extraccion con agua (preextraccion) de las hojas de té en la etapa (a) mas de una vez.
Por consiguiente, este método también es ventajoso para la produccién de Ciclo(Phe-Phe). Los presentes inventores
confirmaron que un extracto de té que contiene 3,0 ppm/Bx o mas de Ciclo(Phe-Phe) preparado mediante este
método tiene una accién de mejora de la motivacion por el aprendizaje.

Por otra parte, se sabe que una dicetopiperazina que tiene un grupo funcional hidréfobo potencia la hidrofobicidad al
ser circularizado, en un nivel mas alto que el del péptido lineal. Los resultados de una prueba de conservacion
acelerada (55 °C, 2 semanas) del extracto de té descrito anteriormente demuestran que Ciclo(Phe-Phe), que es un
componente que tiene la mayor hidrofobicidad, se retiene de forma estable. Por consiguiente, el extracto de té de la
presente invencion también es util como un extracto que contiene Ciclo(Phe-Phe). El contenido de Ciclo(Phe-Phe)
en el extracto de té se ajusta preferentemente a 10 ug/100 g/Bx o mas, 20 pug/100 g/Bx o mas, o 30 ug/100 g/Bx o
mas.

(Extracto de soja)

A lo largo de la memoria descriptiva, la expresion "extracto de soja" se refiere a una solucién preparada afiadiendo
agua a la soja y realizando un tratamiento de extracciéon o un tratamiento de molienda. La soja (nombre cientifico:
Glycine max) como materia prima puede ser de cualquier especie y puede producirse en cualquier area. También se
puede usar soja en una etapa de procesamiento, tal como soja triturada. El extracto de soja en la presente memoria
descriptiva abarca una solucion preparada afiadiendo agua a un producto de descomposicion de proteinas de la
soja, por cuestiones de conveniencia.

Se dice que las proteinas representan aproximadamente el 30 % de la soja. Dado que las proteinas de la soja no
incluyen una gran cantidad de proteina insoluble en agua, a diferencia de la proteina del té, el pretratamiento para
eliminar la proteina soluble en agua no es esencial y puede realizarse de manera opcional. Cuando no se realiza el
pretratamiento para eliminar la proteina soluble en agua, puede producirse un extracto vegetal (extracto de soja) que
contiene una alta concentracion de dicetopiperazinas de forma mas conveniente mediante una reaccién de un solo
recipiente.

Los presentes inventores midieron las concentraciones de dicetopiperazinas en péptidos de la soja en vista de que a
los péptidos de la soja (polvo) disponibles en el mercado se les ha aplicado calor a aproximadamente 180 °C a
220 °C durante el secado por pulverizacion. Los resultados demuestran que en los péptidos de la soja disponibles en
el mercado esta presente una cantidad significativamente baja (aproximadamente 650 ug/100 g/Bx) de
dicetopiperazinas (ver Tabla 2).
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Por el contrario, el extracto de soja de la presente invencion contiene al menos uno de Ciclo(Ala-Gin), Ciclo(Ala-Ala),
Ciclo(Ser-Tyr), Ciclo(Gly-Trp), Ciclo(Val-Val), Ciclo(Trp-Tyr), Ciclo(Leu-Trp) vy Ciclo(Phe-Phe) de Ilas
dicetopiperazinas, que no estan contenidas en productos convencionales de descomposicion de proteinas de soja
(péptidos de soja), en una concentracion por Bx de 10 ug/100 g/Bx o mas.

Ademas, el extracto de soja de la presente invencion contiene cada uno de Ciclo (Ala-GIn), Ciclo (His-Pro), Ciclo
(Ala-Ala), Ciclo (Gly-Pro), Ciclo (Ser-Tyr), Ciclo (Pro-Thr), Ciclo (His-Phe), Ciclo (Ala-Pro), Ciclo (Phe-Ser), Ciclo
(Gly-Leu), Ciclo (Gly-Phe), Ciclo (Gly-Trp), Ciclo (Asp-Phe), Ciclo (Val-Pro), Ciclo (Pro-Tyr), Ciclo (Met-Pro), Ciclo
(Val-Val), Ciclo (Leu-Pro), Ciclo (Trp-Tyr), Ciclo (Phe-Pro), Ciclo (Leu-Trp), Ciclo (Leu-Phe), Ciclo (Leu-Leu) y Ciclo
(Phe-Phe) a una concentracion de 0,1 ppm/Bx (10 pug/100 g/Bx o mas. El extracto de soja contiene preferentemente
cada una de las dicetopiperazinas mencionadas anteriormente a una concentracién de 0,5 ppm/Bx o mas, mas
preferentemente de 0,7 ppm/Bx o mas, mas preferentemente de 0,9 ppm/Bx o mas, de manera particular
preferentemente de 1,0 ppm/Bx o mas, y de manera particular preferentemente de 1,2 ppm/Bx o mas.
Adicionalmente, el extracto de soja puede contener cada uno de Ciclo(Pro-Pro) y Ciclo(Phe-Trp) a una concentracion
de 0,1 ppm/Bx (10 pg/100 g/Bx) o mas, preferentemente de 0,2 ppm/Bx o mas, y mas preferentemente de 0,3
ppm/Bx 0 mas.

Este extracto de soja (en particular, un extracto preparado utilizando soja o su producto molido como materia prima)
contiene Ciclo(Leu-Pro), Ciclo(Phe-Pro) y Ciclo(Leu-Trp), que se conocen como dicetopiperazinas que tienen un
fuerte amargor, pero el extracto ha reducido el amargor. Una solucion acuosa que contiene Ciclo(Leu-Pro) y
Ciclo(Phe-Pro) en las mismas concentraciones que las del extracto de soja tiene un fuerte amargor. Por lo tanto, se
sugiere que otras dicetopiperazinas y componentes procedentes de la soja presentes en el extracto de soja
reduzcan de forma aditiva o sinérgica el amargor de Ciclo(Leu-Pro), Ciclo(Phe-Pro) y Ciclo(Leu-Trp). En particular,
un extracto de soja que tiene una relacion [(B)/(A)] de la cantidad total (B) de las dicetopiperazinas que tienen
amargor, Ciclo(Leu-Pro), Ciclo(Phe-Pro) y Ciclo(Leu-Trp), con respecto la cantidad total (A) de Ciclo(Leu-Leu) y
Ciclo(Leu-Phe) de 1,0 o menos (preferentemente 0,8 o menos, mas preferentemente 0,6 o menos, y de forma
particular preferentemente 0,5 o menos) es un extracto que contiene dicetopiperazina que tiene un amargor
significativamente reducido y puede mezclarse ventajosamente con alimentos y bebidas (en particular, con bebidas).

La cantidad total de dicetopiperazinas por Bx en el extracto de soja es de 900 pg/100 g/Bx o mas, preferentemente
de 900 a 30000 pg/100 g/Bx, mas preferentemente de 2000 a 25000 ug/100 g/Bx, y de manera particular
preferentemente de 5000 a 20000 ug/100 g/Bx. Dicho intervalo de concentraciones es ventajoso para producir un
alimento o bebida provisto de las funciones (tales como la actividad fisioldgica) de las dicetopiperazinas.

El extracto de soja de la presente invencidon que contiene una alta concentracion de dicetopiperazinas se puede
producir realizando secuencialmente las siguientes etapas:

(x) hace actuar una proteasa de tipo endoproteasa sobre la soja o un producto de descomposicién de proteinas
de soja en presencia de agua, para preparar una solucidon que contiene péptidos de la soja;

(y) someter la solucion que contiene péptidos de soja a un tratamiento a alta temperatura y alta presion para
preparar una solucion de reaccion; y

(z) someter la solucién de reaccion a un tratamiento de separacion sdlido-liquido para recoger una solucion que
contenga dicetopiperazinas.

Como en la produccion del extracto de té, se puede intercambiar el orden de las etapas (y) y (z). Ademas, antes de
la etapa (x), se puede realizar una etapa (w) para eliminar la proteina soluble en agua. En el caso de utilizar péptidos
de la soja que incluyen una gran cantidad de di- o tripéptidos como materia prima, la etapa (x) se realiza:

(x') afadiendo agua a los péptidos de la soja, que incluyen una gran cantidad de di- o tripéptidos, para preparar una
solucién que contenga los péptidos de la soja.

Las condiciones de otras etapas son las mismas que las descritas anteriormente.

Este método puede producir un extracto de soja que contiene una alta concentracion de Ciclo(Leu-Leu), Ciclo(Leu-
Phe), Ciclo(Ser-Tyr) y Ciclo(Pro-Thr). En concreto, el extracto contiene el 8 % (en peso) o mas de Ciclo(Leu-Leu), el
8 % o mas de Ciclo(Leu-Phe) y el 6 % o mas de Ciclo(Ser-Tyr), basado en la cantidad total de dicetopiperazinas en
el extracto de soja. El extracto de soja contiene cada una de estas dicetopiperazinas a una concentracion de
5,0 ppm/Bx (500 pg/100 g/Bx) o mas, preferentemente de 6,0 ppm/Bx o mas, y mas preferentemente de 7,0 ppm/Bx
o mas. En particular, se puede preparar un extracto de soja que contiene cada uno de Ciclo(Leu-Leu) y Ciclo(Leu-
Phe) a 10,0 ppm/Bx o mas, preferentemente 12,0 ppm/Bx o mas. El limite superior de la misma es de
aproximadamente 50,0 ppm/Bx o menos, preferentemente de aproximadamente 40,0 ppm/Bx o mas, mas
preferentemente de aproximadamente 35,0 ppm/Bx o mas, y mas preferentemente de 30,0 ppm/Bx 0 mas.

Ademas, este método puede proporcionar un extracto de soja que contenga 3,0 ppm/Bx o mas, preferentemente
4,0 ppm/Bx o mas, de Ciclo(Phe-Phe), que no esta incluido en los péptidos de soja y, por lo tanto, también es
ventajoso para producir Ciclo(Phe-Phe) (véanse los ejemplos descritos a continuacion). Por otra parte, Se ha
confirmado que Ciclo(Phe-Phe), que es un componente altamente hidréfobo, queda retenido de forma estable en
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este extracto de soja.
(Extracto de malta)

A lo largo de la memoria descriptiva, el término "extracto de malta" se refiere a un extracto preparado por tratamiento
de extraccion de la malta o su producto molido. La malta de soja (malta) como materia prima puede ser de cualquier
especie y puede producirse en cualquier area. En particular, se usa preferentemente la malta de cebada, que son
semillas germinadas de cebada. Es practico y eficaz utilizar una fraccién que contenga una gran cantidad de
proteina separada de la malta de cebada mediante la eliminacion de la piel. La fraccion que contiene una gran
cantidad de proteina se puede obtener, por ejemplo, raspando gradualmente la superficie de la malta para eliminar la
cascara y luego recolectando una fracciéon que contiene una gran cantidad de proteina, tal como la capa de aleurona
y el endospermo, mediante raspado. Como alternativa, como se realizé para el extracto de té, se puede utilizar un
residuo de extraccion después de la preextraccion. Los ejemplos del residuo de extraccion incluyen el bagazo de
malta generado en la produccién de cerveza.

Un extracto vegetal (extracto de malta) que contiene una alta concentracion de dicetopiperazinas puede producirse
de forma mas conveniente mediante una reacciéon de un solo recipiente utilizando una fraccién que contiene una
gran cantidad de proteina como materia prima.

El extracto de malta de la presente invencion contiene al menos uno de Ciclo(Ala-GIn), Ciclo(Ala-Ala), Ciclo(Ser-Tyr),
Ciclo(Gly-Trp), Ciclo(Val-Val), Ciclo(Trp-Tyr), Ciclo(Leu-Trp) y Ciclo(Phe-Phe), que son dicetopiperazinas que han
sido convencionalmente dificiles de extraer, a una concentracion de 10 ug/100 g/Bx o mas.

Ademas, el extracto de malta de la presente invencién contiene cada uno de Ciclo (Ala-Gln), Ciclo (His-Pro), Ciclo
(Ala-Ala), Ciclo (Gly-Pro), Ciclo (Ser-Tyr), Ciclo (Pro-Thr), Ciclo (His-Phe), Ciclo (Ala-Pro), Ciclo (Phe-Ser), Ciclo
(Gly-Leu), Ciclo (Gly-Phe), Ciclo (Gly-Trp), Ciclo (Asp-Phe), Ciclo (Val-Pro), Ciclo (Pro-Tyr), Ciclo (Met-Pro), Ciclo
(Val-Val), Ciclo (Leu-Pro), Ciclo (Trp-Tyr), Ciclo (Phe-Pro), Ciclo (Leu-Trp), Ciclo (Leu-Phe), Ciclo (Leu-Leu) y Ciclo
(Phe-Phe) a una concentraciéon de 0,1 ppm/Bx (50 ug/100 g/Bx o mas. El exiracto de malta contiene
preferentemente cada una de las dicetopiperazinas mencionadas anteriormente a una concentracién de 0,3 ppm/Bx
0 mas, mas preferentemente de 0,4 ppm/Bx o mas, mas preferentemente de 0,5 ppm/Bx o mas, y de manera
particular preferentemente de 0,6 ppm/Bx o mas.

Este extracto de malta contiene Ciclo(Leu-Pro), Ciclo(Phe-Pro) y Ciclo(Leu-Trp), que se conocen como
dicetopiperazinas que tienen un fuerte amargor, pero el extracto ha reducido el amargor. En particular, un extracto
de malta que tiene una relacion [(B)/(A)] de la cantidad total (B) de las dicetopiperazinas que tienen amargor,
Ciclo(Leu-Pro), Ciclo(Phe-Pro) y Ciclo(Leu-Trp), con respecto la cantidad total (A) de Ciclo(Leu-Leu) y Ciclo(Leu-
Phe) de 1,0 o menos (preferentemente 0,8 o menos) es un extracto que contiene dicetopiperazina que tiene un
amargor significativamente reducido y puede mezclarse ventajosamente con alimentos y bebidas (en particular, con
bebidas).

La cantidad total de dicetopiperazinas por Bx en el extracto de malta es de 900 pg/100 g/Bx o mas, preferentemente
de 900 a 30000 pg/100 g/Bx, mas preferentemente de 2000 a 25000 ug/100 g/Bx, y de manera particular
preferentemente de 5000 a 20000 ug/100 g/Bx. Dicho intervalo de concentraciones es ventajoso para producir un
alimento o bebida provisto de las funciones (tales como la actividad fisioldgica) de las dicetopiperazinas.

El extracto de malta de la presente invencién que contiene una alta concentracién de dicetopiperazinas se puede
producir realizando secuencialmente las siguientes etapas:

(x) hace actuar una proteasa de tipo endoproteasa sobre la malta o un producto de descomposicion de proteinas
de malta en presencia de agua, para preparar una solucién que contiene péptidos de la malta;

(y) someter la solucion que contiene péptidos de malta a un tratamiento a alta temperatura y alta presion para
preparar una solucion de reaccion; y

(z) someter la solucién de reaccioén a un tratamiento de separacion soélido-liquido para recoger una solucion que
contenga dicetopiperazinas.

Como en la produccion del extracto de té, se puede intercambiar el orden de las etapas (y) y (z). Ademas, antes de
la etapa (x), se puede realizar una etapa (w) para eliminar la proteina soluble en agua. Las condiciones de otras
etapas son las mismas que las descritas anteriormente.

Este método puede producir un extracto de malta que contiene una alta concentracion de Ciclo(Leu-Leu), Ciclo(Leu-
Phe) y Ciclo(Ala-Ala). En concreto, el extracto de malta contiene cada una de estas dicetopiperazinas a una
concentracion de 5,0 ppm/Bx (500 ug/100 g/Bx) o mas, preferentemente de 6,0 ppm/Bx o mas, y mas
preferentemente de 7,0 ppm/Bx o mas. El limite superior de la misma es de aproximadamente 50,0 ppm/Bx o
menos, preferentemente de aproximadamente 40,0 ppm/Bx o mas, mas preferentemente de aproximadamente
30,0 ppm/Bx o0 mas, y mas preferentemente de 20,0 ppm/Bx 0 mas.
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Ademas, este método puede proporcionar un extracto de malta que contenga 1,0 ppm/Bx o mas, preferentemente
2,0 ppm/Bx o mas, y mas preferentemente 3,0 ppm/Bx o mas de Ciclo(Phe-Phe) y, por lo tanto, también es
ventajoso para producir Ciclo(Phe-Phe).

Ejemplos

La presente invencion se describira a continuacién basandose en los Ejemplos, pero no se limita a los siguientes
Ejemplos. A lo largo de la memoria descriptiva, a menos que se indique otra cosa, las concentraciones son en peso,
y los intervalos de valores numéricos incluyen cada uno sus valores extremos.

(Ejemplo 1) Produccion de dicetopiperazina a partir de péptido vegetal

Se utilizaron como péptidos vegetales péptidos de la soja y péptidos del sésamo, y se sometieron a tratamiento a
alta temperatura y alta presion en liquidos para producir extractos vegetales que contienen altas concentraciones de
dicetopiperazinas. En concreto, se afadieron 15 ml de agua destilada a 3 g de péptidos de soja (HINUTE AM,
fabricado por Fuji Oil Co., Ltd.) o péptidos de sésamo (KM-20, fabricado por KISCO Ltd.) y la mezcla se coloco en
una autoclave (fabricado por Tomy Seiko Co., Ltd.) y se sometié a un tratamiento a alta temperatura y alta presion a
135 °C y 0,31 MPa durante 3 horas. Ademas, como Ejemplo comparativo, se utilizaron los mismos péptidos para
preparar un extracto sin someterlo al tratamiento a alta temperatura y alta presion. Después del tratamiento, se
diluyeron 50 veces 10 ml de cada solucidn, se sometieron a tratamiento de membrana y luego aplicaron a LC-
MS/MS para determinar la concentracion de cada dicetopiperazina. Los detalles de las condiciones del analisis
fueron los que se muestran a continuacion. Ademas, se midi6 el Brix (Bx) de cada extracto vegetal conteniendo una
alta concentracion de dicetopiperazinas con un refractdometro digital RX-5000a (fabricado por ATAGO Co., Ltd.), y se
calculd la relacion de la cantidad total (unidad: ug/100 g) de dicetopiperazinas con respecto al Brix (Bx).

[Férmula 1]
(Condiciones de analisis de la LC-MS/MS)

Aparato de LC: SHIMADZU UFLC XR

Columna: Agilent technologies Zorbax SB-AQ 1,8 um 2,1 x 150 mm

Temperatura de la columna: 40 °C

Fase movil: A: acido férmico al 0,1 %, B: analisis de gradiente de metanol

Caudal: relacién de alimentacion de 0,2 ml/min

Cantidad de inyeccion: 2 pl

Detector: AB Sciex 4000 Q TRAP (R) - nebulizacion Turbo (ESI) - Control programado de reacciones multiples
(CRM)

Posicion de la boquilla: parte superior: 4 mm, lateral: 7 mm

Ventana de deteccion de CRM: 40 s, Tiempo de exploracion diana: 0,5 s

Analisis [modo positivo] en CRM programado

Condicion de la fuente de iones: CUR 20,0, CAD 6, IS 5500, TEM 700, GS1 70, GS2 70

La Tabla 2 muestra los resultados (a lo largo de la memoria descriptiva, Ciclo(Leu-Leu) denota la suma de Ciclo(Leu-
Leu) y Ciclo(lle-Ne)). Se demostré que los extractos vegetales que contienen una alta concentracion de
dicetopiperazinas se pueden producir convenientemente mediante el tratamiento a alta temperatura y alta presién en
un liquido de acuerdo con la presente invencién. Ademas, se sugirid6 que es posible aumentar la cantidad de al
menos una dicetopiperazina seleccionada del grupo que consiste en Ciclo (Ala-Gin), Ciclo (His-Pro), Ciclo (Ala-Ala),
Ciclo (Gly-Pro), Ciclo (Ser-Tyr), Ciclo (Pro-Thr), Ciclo (His-Phe), Ciclo (Ala-Pro), Ciclo (Phe-Ser), Ciclo (Gly-Leu),
Ciclo (Gly-Phe), Ciclo (Pro-Pro), Ciclo (Gly-Trp), Ciclo (Asp-Phe), Ciclo (Val-Pro), Ciclo (Pro-Tyr), Ciclo (Met-Pro),
Ciclo (Met-Met), Ciclo (Val-Val), Ciclo (Leu-Pro), Ciclo (Trp-Tyr), Ciclo (Phe-Pro), Ciclo (Leu-Trp), Ciclo (Phe-Trp),
Ciclo (Leu-Phe), Ciclo (Leu-Leu) y Ciclo (Phe-Phe). En particular, Ciclo(Leu-Leu) y Ciclo (Leu-Phe) estaban
contenidos en altas concentraciones. En el extracto vegetal que las contiene a una alta concentracion el contenido
de estas dicetopiperazinas fue del 21,5 %.

[Tabla 2]
Péptido de soja Péptido de sésamo

TR Concentracion de dicetopiperazinas La presente Producto La presente
(min) (ppm/BXx) invencion 1 comparativo invencion 2

3,6 Ciclo(Ala-GIn) 6,8 0,0 3,0

3,7 Ciclo(His-Pro) 6,7 0,9 1,8

4.4 Ciclo(Ala-Ala) 6,1 0,0 2,8

5,6 Ciclo(Gly-Pro) 5,3 0,0 0,3

5,8 Ciclo(Ser-Tyr) 1,7 0,0 1,3

5,8 Ciclo(Pro-Thr) 8,1 0,5 2,6

6,5 Ciclo(His-Phe) 6,1 0,1 3,3
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conitnuacion)

Péptido de soja Péptido de sésamo
TR Concentracion de dicetopiperazinas La presente Producto La presente
(min) (ppm/BXx) invencion 1 comparativo invencion 2
6,7 Ciclo(Ala-Pro) 6,9 0,8 2,1
7.4 Ciclo(Phe-Ser) 4.3 0,1 1,3
7,8 Ciclo(Gly-Leu) 45 0,0 4.4
8,1 Ciclo(Gly-Phe) 6,1 0,1 6,7
8,6 Ciclo(Pro-Pro) 0,4 0,0 0,1
8,6 Ciclo(Gly-Trp) 1,5 0,0 0,0
8,9 Ciclo(Asp-Phe) 6,6 0,2 6,8
9,2 Ciclo(Val-Pro) 5,8 0,5 0,4
9.4 Ciclo(Pro-Tyr) 3,2 0,2 0,3
9,6 Ciclo(Met-Pro) 2,7 0,5 0,1
10,2 Ciclo(Met-Met)t 0,2 0,1 2,0
10,2 Ciclo(Val-Val) 1,7 0,0 0,4
10,7 Ciclo(Leu-Pro) 6,9 1,1 1,5
10,5 Ciclo(Trp-Tyr) 1,0 0,0 0,3
11,0 Ciclo(Phe-Pro) 8,1 0,4 0,0
11,2 Ciclo(Leu-Trp) 2,7 0,0 4.2
11,8 Ciclo(Phe-Trp) 0,3 0,1 3,9
12,3 Ciclo(Leu-Phe) 14,5 0,3 55
12,4 Ciclo(Leu-Leu) 17,9 0,4 6,8
12,6 Ciclo(Phe-Phe) 4,3 0,0 2,8
Concentracion total (ppm/Bx) 150,7 6,5 64,6
Concentracion total por unidad Bx (ug/ 15067 652 6460
100 g/Bx)

(Ejemplo 2) Produccion de Ciclo(Phe-Phe) a partir de péptido vegetal
Los péptidos vegetales utilizados fueron los siguientes:

1) péptidos de soja "HINUTE AM" (fabricado por Fuji Oil Co., Ltd.): di y tripéptidos: al 67 %, peso molecular
promedio: 500

2) péptidos de soja "HINUTE DC" (fabricado por Fuji Oil Co., Ltd.): longitud de la cadena: 3 a 7, peso molecular
promedio: 1000

3) péptidos de soja "HINUTE HK" (fabricado por Fuiji Oil Co., Ltd.)

4) péptidos del arroz "Péptido de Oryza" (fabricado por Oryza Oil & Fat Chemical Co., Ltd.): tripéptidos: 40 % al
50%

5) péptidos de trigo "Péptido de glutamina GP-1N" (fabricado por Nisshin Pharma Inc.): peso molecular: 5000 a
10000

6) péptidos de trigo "Péptido de glutamina GP-N" (fabricado por Nisshin Pharma Inc.): peso molecular: 5000 a
10000

A 3 g de los péptidos de cada planta se afiadieron 15 ml de agua destilada, y la mezcla se colocé en una autoclave
(fabricado por Tomy Seiko Co., Ltd.) y se sometié a un tratamiento a alta temperatura y alta presion a 132°C y
0,29 MPa durante 2 horas. Después del tratamiento, 10 ml de cada solucién se sometieron a extraccién en fase
sélida con OASIS MAX (fabricado por Waters Corporation). El extracto en fase soélida resultante se concentré a
presién reducida y luego se disolvié en 100 yl de DMSO. Utilizando 10 pl de la solucién, la concentracion de ciclo-
fenilalanil-fenilalanina se determiné por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

La Tabla 3 muestra los resultados. El grado de generacion de ciclo-fenilalanil-fenilalanina varié dependiendo del tipo
de péptidos. Los péptidos de soja generaron una alta concentracion de ciclo-fenilalanil-fenilalanina en comparacion
con los casos de uso de péptidos de arroz y péptidos de trigo. Esto sugirioé que es preferible utilizar péptidos de soja,
que incluyen péptidos que tienen un peso molecular de 5000 o menos (en particular, un peso molecular de 1000 o
menos) en una alta proporcidon. La comparacion de distintos péptidos de soja sugirid que es preferible utilizar
oligopéptidos que tengan un peso molecular mas bajo y que contengan una gran cantidad de di- y tripéptidos como
materia prima.
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[Tabla 3]
i . Péptido . .
Péptido de soja de arroz Péptido de trigo
dclzgff']“zrc;:ngg HINUTE | HINUTE | HINUTE | Péptido Péptido de Péptido de
(Egp/ml) AM DC HK Oryza glutamina GP-1N | glutamina GP-N
Phe-Phe 38,4 25,8 15,1 3,2 0,59 0,33
Bx 20,66 20,10 19,42

Concentracion total por
unidad de Bx (ug/100 186 128 78
g/Bx)

(Ejemplo 3) Produccion de dicetopiperazina a partir de proteina de origen vegetal

Se utilizé como materia prima una proteina de origen vegetal sometida a un tratamiento de descomposicién con una
enzima. La proteina de origen vegetal utilizada fue proteina de soja (Prolina 900 (fabricada por Fuji Oil Co., Ltd.)) y
proteina de arroz (Oryza Protin P70 (fabricada por Oryza Oil & Fat Chemical Co., Ltd.)), y se afiadieron 300 mg de
cada proteina a 15 ml de agua destilada. A cada mezcla, se afiadieron 15 mg de cualquiera de enzima A (ProteAX),
enzima B (Newlase F3G: proteasa acida (endopeptidasa) obtenida de Rhizopus niveus), enzima C (Papaina W-40:
proteasa obtenida de Carica papaya), enzima D (proteasa A "Amano" SD: proteasa obtenida de Aspergillus sp.),
enzima E (proteasa M "Amano" SD: proteasa obtenida de Aspergillus sp.), enzima F (proteasa P "Amano" 3SD:
obtenida de Aspergillus sp.), enzima G (Promelaina F: proteasa de Ananas comosus), enzima H (Peptidasa R),
enzima | (Thermoase PC10F: proteasa (endopeptidasa) obtenida de Bacillus stearothermophilus), enzima J (Protina
SD-NY10: proteasa obtenida de Bacillus sp.) y enzima K (Protina SD-AY10: proteasa obtenida de Bacillus sp. (todas
fabricados por Amano Enzyme Inc.), y la mezcla resultante se agitdé y se mezclé a 37 °C durante 2 horas. Esta
solucion tratada con enzima se sometié a tratamiento térmico sin realizar separacion sélido-liquido. El tratamiento
térmico fue un tratamiento a alta temperatura y alta presion a 132 °C durante 2 horas en una autoclave (fabricado
por Tomy Seiko Co., Ltd.). Ademas, se trataron de forma similar proteina de soja y proteina de arroz no tratadas con
ninguna enzima. Después del tratamiento, 10 ml de cada solucion se sometieron a extraccion en fase sélida con
OASIS MAX (fabricado por Waters Corporation). El extracto en fase sdlida resultante se concentr6 a presion
reducida y luego se disolvié en 100 pyl de DMSO. Utilizando 10 ul de la solucion, la concentracion de ciclo-fenilalanil-
fenilalanina se determind por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

La Fig. 1 muestra los resultados en el caso de utilizar la proteina de soja, y la Fig. 2 muestra los resultados en el
caso de utilizar la proteina de arroz. La proteina no sometida a un tratamiento de descomposicién con una enzima
(no tratada) también generd la dicetopiperazina por tratamiento térmico. Se demostré que el grado de generacion de
ciclo-fenilalanil-fenilalanina variaba dependiendo del tipo de enzima y que habia una tendencia a que se generara
una mayor cantidad de dicetopiperazina mediante el uso de la proteasa obtenida de Bacillus sp.

(Ejemplo 4) Produccion (1) de dicetopiperazina a partir de la planta

Como planta, se utilizaron hojas de té de primera calidad (especies: Yabukita, contenido total de nitrégeno: 6,3 %)
producidas en Kagoshima-ken. Las hojas de t¢ se sometieron en primer lugar a un pretratamiento (preextraccion,
tres veces) para reducir la cantidad de proteina soluble en agua. Es decir, se afiadieron 200 g de agua hirviendo a
10 g de las hojas de té, y la mezcla se agité de manera apropiada durante 5 min para la extracciéon. Después de la
finalizacion de la extraccion, la mezcla se filir6 a través de un filtro de malla de 140 para recoger el residuo de
extraccion (hojas de té usadas). Sobre las hojas de té usadas se vertieron 200 g de agua hirviendo, y se realizé
extraccion durante 5 min. Las hojas de té usadas se recogieron y se sometieron al tratamiento de extraccion
nuevamente, y se recogieron las hojas de té usadas.

Después de la preextraccion las hojas de té (hojas de té usadas) se sometieron a un tratamiento de descomposicion
con una enzima. Se vertieron en las hojas de té usadas (toda la cantidad) 200 g de agua caliente a 50 °C y se
afiadio a eso 1 g de proteasa (nombre comercial: Protina NY100, fabricado por Daiwa Fine Chemicals Co., Ltd.). La
mezcla se hizo reaccionar en un bafio de agua de 55 °C durante 3 horas con agitacion con una barra de agitacion
(300 rpm) y luego se mantuvo a 95 °C durante 30 min para inactivar la enzima.

Esta solucién tratada con enzima se sometié a tratamiento térmico en forma de una mezcla liquida de hojas de té sin
realizar una separacion solido-liquido. El tratamiento térmico se realizo a alta temperatura y alta presion a 135 °C
durante 3 horas en una autoclave (fabricado por Tomy Seiko Co., Ltd.). Después del tratamiento la solucion se filtré
a través de un filtro de malla de 140 para obtener un extracto de té (extracto A). Este extracto de té (extracto A) (Bx:
0,99) se analizé en cuanto a las dicetopiperazinas como en el Ejemplo 1.

La Tabla 4 muestra los resultados. Se demostré que un extracto de té que incluye una alta concentracion de un

extracto vegetal que contiene una alta concentracion de dicetopiperazinas se puede producir convenientemente
sometiendo hojas de té (hojas de té usadas) a un tratamiento a alta temperatura y alta presiéon en un liquido.

15



10

15

20

25

ES 2781 558 T3

Ademas, se sugirid que es posible aumentar la cantidad de al menos una dicetopiperazina seleccionada del grupo
que consiste en Ciclo (Ala-GlIn), Ciclo (His-Pro), Ciclo (Ala-Ala), Ciclo (Gly-Pro), Ciclo (Ser-Tyr), Ciclo (Pro-Thr), Ciclo
(His-Phe), Ciclo (Ala-Pro), Ciclo (Phe-Ser), Ciclo (Gly-Leu), Ciclo (Gly-Phe), Ciclo (Pro-Pro), Ciclo (Gly-Trp), Ciclo
(Asp-Phe), Ciclo (Val-Pro), Ciclo (Pro-Tyr), Ciclo (Met-Pro), Ciclo (Met-Met), Ciclo (Val-Val), Ciclo (Leu-Pro), Ciclo
(Trp-Tyr), Ciclo (Phe-Pro), Ciclo (Leu-Trp), Ciclo (Phe-Trp), Ciclo (Leu-Phe), Ciclo (Leu-Leu) y Ciclo (Phe-Phe. En
particular, la ciclo-leucil leucina y la ciclo-leucil-fenilalanina estaban contenidas en altas concentraciones. En el
extracto vegetal que las contiene a una alta concentracion el contenido de estas dicetopiperazinas fue del 27,2 %.
En la evaluacion sensorial del gusto, este extracto de té era sustancialmente insipido e inodoro.

[Tabla 4]
Concentracion de dicetopiperazinas Extracto A
(Ppm/Bx)

Ciclo(Ala-GIn) 6,7
Ciclo(His-Pro) 3,5
Ciclo(Ala-Ala) 11,3
Ciclo(Gly-Pro) 3,3
Ciclo(Ser-Tyr) 8,9
Ciclo(Pro-Thr) 6,9
Ciclo(His-Phe) 4,0
Ciclo(Ala-Pro) 3,2
Ciclo(Phe-Ser) 71
Ciclo(Gly-Leu) 9,0
Ciclo(Gly-Phe) 5,3
Ciclo(Pro-Pro) 1,7
Ciclo(Gly-Trp) 24
Ciclo(Asp-Phe) 71
Ciclo(Val-Pro) 29
Ciclo(Pro-Tyr) 1,8
Ciclo(Met-Pro) 0,9
Ciclo(Met-Met)t 0,5
Ciclo(Val-Val) 1,1
Ciclo(Leu-Pro) 6,8
Ciclo(Trp-Tyr) 1,3
Ciclo(Phe-Pro) 1,3
Ciclo(Leu-Trp) 2,2
Ciclo(Phe-Trp) 0,8
Ciclo(Leu-Phe) 17,5
Ciclo(Leu-Leu) 21,5
Ciclo(Phe-Phe) 4,2

Concentracion total (ppm/Bx) 143,3

Concentracion total por unidad de Bx

(1g/100 g/BX) 14326

(Ejemplo 5) Produccion (2) de dicetopiperazina a partir de la planta

Se utilizaron como plantas soja hervida en agua y malta disponibles en el mercado. La soja hervida en agua y la
malta se sometieron a preextraccion, tres veces, con agua hirviendo en una cantidad de 20 veces el peso seco de la
planta (soja), como en el Ejemplo 4, y luego se sometieron a un tratamiento enzimatico y a un tratamiento a alta
temperatura y alta presion en un liquido, como en el Ejemplo 3, para preparar un extracto de soja (extracto B) y un
extracto de malta (extracto C). Se supuso que el peso seco de la soja representaba el 36,5 % de la cantidad total de
soja hervida en agua, basandose en los datos de Food Composition Table, 52 ed. El Bx del extracto B y el extracto C
se ajustd a 1, y luego cada extracto se analizd en cuanto a las dicetopiperazinas como en el Ejemplo 1. La Tabla 5
muestra los resultados. Se demostr6 que los extractos vegetales que contienen altas concentraciones de
dicetopiperazinas también se pueden producir convenientemente a partir de soja y malta.

[Tabla 5]
Concentracion de dicetopiperazinas Extracto | Extracto
(ppm/BXx) B C
Ciclo(Ala-GIn) 5,0 3,2
Ciclo(His-Pro) 3,2 2,0
Ciclo(Ala-Ala) 6,1 8,6
Ciclo(Gly-Pro) 3,0 2,2
Ciclo(Ser-Tyr) 9,4 3,6
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(continuacion)

Concentracion de dicetopiperazinas Extracto | Extracto
(ppm/BXx) B C

Ciclo(Pro-Thr) 6,8 4.0
Ciclo(His-Phe) 3,7 2,2
Ciclo(Ala-Pro) 1,9 2,2
Ciclo(Phe-Ser) 2,8 2,2
Ciclo(Gly-Leu) 4,5 4,1
Ciclo(Gly-Phe) 54 2,7
Ciclo(Pro-Pro) 0,3 0,3
Ciclo(Gly-Trp) 1,1 0,6
Ciclo(Asp-Phe) 8,7 4.7
Ciclo(Val-Pro) 1,2 1,7
Ciclo(Pro-Tyr) 1,3 1,4
Ciclo(Met-Pro) 0,3 0,3
Ciclo(Met-Met)t 0,3 0,4
Ciclo(Val-Val) 1,4 0,7
Ciclo(Leu-Pro) 2,9 6,4
Ciclo(Trp-Tyr) 0,5 0,6
Ciclo(Phe-Pro) 3,3 3,3
Ciclo(Leu-Trp) 2,7 1,9
Ciclo(Phe-Trp) 0,6 0,3
Ciclo(Leu-Phe) 19,6 7,7
Ciclo(Leu-Leu) 24,2 9,5
Ciclo(Phe-Phe) 5,2 2,3

Concentracion total (ppm/Bx) 125,5 79,4

Concentracion total por unidad de Bx

(g/100 g/BX) 12553 7936

(Ejemplo 6) Produccion (3) de dicetopiperazina a partir de la planta

Se utilizaron como planta las mismas hojas de té que las del Ejemplo 4, y se examind la influencia de la
preextraccion, del tratamiento enzimatico y del tratamiento térmico sobre ellas. Las muestras se muestran en la
Tabla 6. Las muestras de las muestras 5 y 6 muestran que la etapa de generacion de oligopéptidos a partir de una
planta y la etapa de generacion de dipéptidos a través de ciclacion de oligopéptidos mediante tratamiento a alta
temperatura y alta presion en un liquido se realizaron simultaneamente mediante tratamiento térmico. La
preextraccion se realiz6 como en el Ejemplo 4, excepto que el numero de veces fue de dos. El tratamiento
enzimatico se realizé como en el Ejemplo 4, excepto que la temperatura de reaccion fue de 50 °C. El tratamiento
térmico también se realizé como en el Ejemplo 4, excepto que el tiempo de calentamiento se cambié a 8 horas. Los
extractos de té resultantes (muestras N.° 1 a 8) se analizaron mediante LC-MS/MS como en el Ejemplo 1.

[Tabla 6]
Muestra n.° | Preextraccion Etapa (a) Etapa (b)

1 No realizada .

- No realizada
2 Realizada . . A

- Sin tratamiento térmico

3 No realizada . . s

- Sin tratamiento enzimatico
4 Realizada
5 No reghzada Sin tratamiento enzimatico, con tratamiento térmico (135 °C, 8 h)
6 Realizada
7 No realizada Sin tratamiento enzimatico Con tratamiento térmico
8 Realizada (135°C, 8 h)

La Tabla 7 muestra los resultados. Se reveld que las dicetopiperazinas no se generan si no se realiza el tratamiento
a alta temperatura y alta presion en un liquido (muestras N.° 1 a 4). Ademas, la comparacion de las muestras de las
muestras N.° 5 a 8 proporciond los siguientes hallazgos:

El pretratamiento (tratamiento de extracciéon) aumenta la concentracion de dicetopiperazinas en el extracto de té
resultante; y

Aunque los oligopéptidos pueden prepararse mediante cualquiera de tratamiento térmico y tratamiento
enzimatico, el tratamiento enzimatico fue mas eficaz y eficiente.

Se prepard un extracto vegetal (extracto de té) que contiene una cantidad total considerablemente grande de
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dicetopiperazinas por Bx, tal como 900 ug/100 g/Bx o mas, realizando de forma apropiada la preextraccion, el
tratamiento térmico y el tratamiento enzimatico. Esto sugiere que la presente invencién es ventajosa para un extracto
vegetal que contiene una alta concentracion de dicetopiperazinas y para la produccion del mismo. Ademas, se
sugirid que puede prepararse un extracto vegetal (extracto de té) que contiene cada uno de Ciclo (Ala-GIn), Ciclo
(His-Pro), Ciclo (Ala-Ala), Ciclo (Gly-Pro), Ciclo (Ser-Tyr), Ciclo (Pro-Thr), Ciclo (His-Phe), Ciclo (Ala-Pro), Ciclo
(Phe-Ser), Ciclo (Gly-Leu), Ciclo (Gly-Phe), Ciclo (Pro-Pro), Ciclo (Asp-Phe), Ciclo (Val-Pro), Ciclo (Pro-Tyr), Ciclo
(Met-Pro), Ciclo (Leu-Pro), Ciclo (Phe-Pro), Ciclo (Leu-Phe) y Ciclo (Leu-Leu) a una concentracion de
10 ug/100 g/Bx o mas. Se sugirié que la presente invencion también es util para la produccion de una o mas de
estas dicetopiperazinas.

Adicionalmente, se generd Ciclo(Phe-Phe) realizando un pretratamiento o un tratamiento enzimatico. Esto sugirié
que la presente invencion puede proporcionar un extracto vegetal (extracto de té) que contiene Ciclo(Phe-Phe) con
un contenido por Bx de 10 ug/100 g/Bx o mas. Se retuvo en el extracto (en una solucion acuosa) Ciclo(Phe-Phe)
altamente hidroéfoba de forma estable.

La evaluacion de las muestras de las muestras N.° 5 a 8 en cuanto al sabor demostré que los extractos en si mismos
no tienen ningun sabor, tal como amargor. Se prepararon soluciones acuosas conteniendo uno o los tres de
Ciclo(Leu-Pro), Ciclo(Phe-Pro) y Ciclo(Leu-Trp) a las mismas concentraciones que las de las muestras de la muestra
N.° 5y se evaluaron en cuanto al sabor. Dado que en estas soluciones el amargor se sintié de forma significativa, se
sugirio que la presencia de dicetopiperazinas en un extracto de té reduce el amargor.

[Tabla 7]
Concentracion de dicetopiperazinas N°1 | Ne2 | N°3 | N4 | N°5 | N°6 | No7 N° 8
(Ppm/Bx)
Ciclo(Ala-GIn) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,3 1,9 6,6
Ciclo(His-Pro) 0,0 0,0 0,0 0,0 1,1 2,7 1,3 3,4
Ciclo(Ala-Ala) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 1,4 5,8 11,9
Ciclo(Gly-Pro) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 1,9 1,5 3,2
Ciclo(Ser-Tyr) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,6 3,5 8,7
Ciclo(Pro-Thr) 0,0 0,0 0,0 0,0 1,3 3,1 3,2 6,9
Ciclo(His-Phe) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,4 1,3 3,9
Ciclo(Ala-Pro) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7 2,0 1,7 3,2
Ciclo(Phe-Ser) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,7 3,4 7,4
Ciclo(Gly-Leu) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,6 3,9 9,6
Ciclo(Gly-Phe) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,5 1,8 54
Ciclo(Pro-Pro) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7 2,2 0,8 1,7
Ciclo(Gly-Trp) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,6 2,4
Ciclo(Asp-Phe) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,3 1,7 6,4
Ciclo(Val-Pro) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 1,5 1,3 3,0
Ciclo(Pro-Tyr) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,9 0,8 1,8
Ciclo(Met-Pro) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,6 0,3 0,9
Ciclo(Met-Met)t 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,5
Ciclo(Val-Val) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 1,1
Ciclo(Leu-Pro) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,9 2,4 3,4 6,7
Ciclo(Trp-Tyr) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 1,3
Ciclo(Phe-Pro) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,9 0,6 1,3
Ciclo(Leu-Trp) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6 2,2
Ciclo(Phe-Trp) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,8
Ciclo(Leu-Phe) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,4 4,1 16,5
Ciclo(Leu-Leu) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,4 6,2 20,9
Ciclo(Phe-Phe) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,6 3,9
Concentracion total (ppm/Bx) 0,0 0,0 0,0 0,0 9.1 24,0 51,1 141,6
Concentracion total por unidad de Bx 0 0 0 0 905 2402 | 5114 14157
(nug/100 g/Bx)

(Ejemplo 7) Produccion (4) de dicetopiperazina a partir de la planta

Dado que la utilidad de la preextraccion se confirmé en el Ejemplo 6, se examind el numero de veces de
preextraccion. Se utilizaron como planta hojas de té de primera calidad (especies: Yabukita, contenido total de
nitrégeno: 6,3 %) producidas en Kagoshima-ken. Para lograr una mayor concentracion de dicetopiperazinas, se
investigd el ndmero optimo de veces de preextraccion. La preextraccion se realizd mediante el siguiente
procedimiento. Es decir, se afiadieron 200 g de agua hirviendo a 10 g de hojas de té, y la mezcla se agité de manera
apropiada durante 5 min para la extraccion. Después de la finalizacién de la extraccién, la mezcla se filtré a través de
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un filtro de malla de 140 y se desechd el extracto. En el nivel de realizacion de la preextraccion dos veces o mas, se
afadieron nuevamente 200 g de agua hirviendo a las hojas de té usadas recogidas por filtracion, y se repitio el
mismo procedimiento. A las hojas de té usadas (cantidad inicial: 10 g) asi sometidas al pretratamiento de cero a tres
veces, se les vertieron 200 g de agua caliente a 50 °C y se afiadid a eso 1 g de una enzima proteasa (Amano
Enzyme Inc., Protin NY100). La mezcla se hizo reaccionar en un bafio de agua de 50 °C durante 3 horas con
agitacion con una barra de agitacion (300 rpm) y luego se mantuvo a 95 °C durante 30 min para inactivar la enzima.
La mezcla liquida de hojas de té resultante se coloc6 en una autoclave (Tomy Seiko Co., Ltd.) y se sometié a un
tratamiento a alta temperatura y alta presion a 135 °C durante 8 horas, y la solucion resultante se filtré a través de un
filtro de malla de 140 para preparar un extracto de té. Se midi6 el Bx de cada uno de los extractos resultantes, y se
midio cuantitativamente la concentracion de dicetopiperazinas mediante LC-MS/MS como en el Ejemplo 1.

La Tabla 8 muestra los resultados. La cantidad de dicetopiperazinas generadas aumento con el nimero de veces de
preextraccion. La Fig. 3 muestra una relacion entre el nimero de veces de preextraccion y la tasa de eliminacion del
componente soluble. La tasa de eliminacion del componente soluble se calculé mediante la expresion: "(la cantidad
(cantidad total: g) de solucion obtenida por preextraccion x su Brix [Bx])/(la cantidad (g) de solucion obtenida
repitiendo diez veces la extraccion de una planta con agua hirviendo en una cantidad de 30 veces el peso de la
planta durante 10 min x su Brix [Bx]) x 100 (%)". Se reveld que el 95 % o mas del componente soluble se puede
eliminar repitiendo la preextraccion tres veces.

[Tabla 8]
., . . . El nimero de veces de preextraccion
Concentracion de dicetopiperazinas dos
(ppm/BXx) cero | unavez tres veces
veces
Ciclo(Ala-GIn) 1,9 5,0 6,6 6,7
Ciclo(His-Pro) 1,3 2,8 3,4 3,5
Ciclo(Ala-Ala) 5,8 9,6 11,9 11,3
Ciclo(Gly-Pro) 1,5 2,7 3,2 3,3
Ciclo(Ser-Tyr) 3,5 7,0 8,7 8,9
Ciclo(Pro-Thr) 3,2 5,8 6,9 6,9
Ciclo(His-Phe) 1,3 3,0 3,9 4,0
Ciclo(Ala-Pro) 1,7 2,7 3,2 3,2
Ciclo(Phe-Ser) 3,4 6,7 7,4 7.1
Ciclo(Gly-Leu) 3,9 8,6 9,6 9,0
Ciclo(Gly-Phe) 1,8 4,5 5,4 5,3
Ciclo(Pro-Pro) 0,8 1,5 1,7 1,7
Ciclo(Gly-Trp) 0,6 1,8 2,4 2,4
Ciclo(Asp-Phe) 1,7 5,2 6,4 7.1
Ciclo(Val-Pro) 1,3 2,4 3,0 2,9
Ciclo(Pro-Tyr) 0,8 1,5 1,8 1,8
Ciclo(Met-Pro) 0,3 0,7 0,9 0,9
Ciclo(Met-Met)t 0,1 0,0 0,5 0,5
Ciclo(Val-Val) 0,3 0,8 1,1 1,1
Ciclo(Leu-Pro) 3,4 6,0 6,7 6,8
Ciclo(Trp-Tyr) 0.3091.31.3
Ciclo(Phe-Pro) 0,6 1,1 1,3 1,3
Ciclo(Leu-Trp) 0,6 1,7 2,2 2,2
Ciclo(Phe-Trp) 0,2 0,6 0,8 0,8
Ciclo(Leu-Phe) 4.1 12,2 16,5 17,5
Ciclo(Leu-Leu) 6,2 16,9 20,9 21,5
Ciclo(Phe-Phe) 0,6 2,6 3,9 4,2
Concentracion total (ppm/Bx) 51,1 114,4 141,6 143,3
Concentracion total por unidad de Bx 5114 11437 14157 14326
(ug/100 g/Bx)

(Ejemplo 8) Produccion (5) de dicetopiperazina a partir de la planta

Dado que la utilidad del tratamiento enzimatico se confirmé en el Ejemplo 6, se examiné el tipo de enzima. Las
enzimas examinadas fueron los siguientes nueve tipos:

<Muestra N.° 9> Protina NY100: proteasa (endopeptidasa) obtenida de Bacillus amyloliquefaciens),

<Muestra N.°10> Thermoase 160: proteasa termorresistente (endopeptidasa) obtenida de Bacillus
stearothermophilus),

<Muestra N.° 11> Thermoase PC10F: proteasa (endopeptidasa) obtenida de Bacillus stearothermophilus,

19



10

15

20

25

ES 2781 558 T3

<Muestra N.° 12> ProteAX: proteasa neutra obtenida de Aspergillus oryzae,

<Muestra N.° 13> proteasa M: proteasa neutra obtenida de Ananas comosus,

<Muestra N.° 14> proteasa P: proteasa alaclina obtenida de Aspergillus melleus,

<Muestra N.° 15> proteasa A: proteasa neutra obtenida de Aspergillus oryzae,

<Muestra N.° 16> Peptidasa R: proteasa neutra obtenida de Rhizopus oryzae 'y

<Muestra N.° 17> Newlase F3G: proteasa acida (endopeptidasa) procedente de Rhizopus niveus.

Como planta, se utilizaron hojas de té de primera calidad (especies: Yabukita, contenido total de nitrégeno: 6,3 %)
producidas en Kagoshima-ken. Cada una de las hojas de té usadas se prepard a partir de 10 g de las hojas de té
realizando preextraccion tres veces como en el Ejemplo 6, se vertieron a eso 200 g de agua caliente a 55 °C (70 °C
para Thermoase 160 y Thermoase PC10F), y luego se afiadié a eso 1g de una enzima. La mezcla se hizo
reaccionar en un barfio de agua de 55 °C (70 °C para Thermoase 160 y Thermoase PC10F) durante 3 horas con
agitacion con una barra de agitacion (300 rpm) y luego se mantuvo a 95 °C durante 30 min para inactivar la enzima.
La mezcla liquida de hojas de té resultante se coloc6 en una autoclave (Tomy Seiko Co., Ltd.) y se sometié a un
tratamiento a alta temperatura y alta presion a 135 °C durante 8 horas, y la solucion resultante se filtré a través de un
filtro de malla de 140 para preparar un extracto de té. Se midié el Bx de cada uno de los extractos resultantes, y se
midio cuantitativamente la concentracion de dicetopiperazinas mediante LC-MS/MS como en el Ejemplo 1.

La Tabla 9 muestra los resultados. Se demostré que la concentracidon de dicetopiperazinas aumenta
significativamente mediante el uso de una enzima bacteriana que tiene una alta actividad endopeptidasa. Entre las
enzimas bacterianas, cuando se utilizé proteasa neutra obtenida de Bacillus subtilis y proteasa obtenida de Bacillus
stearothermophilus, la cantidad de dicetopiperazinas generada aumento particularmente.

[Tabla 9]
Concentracion de
dicetopiperazinas N.°9 N.°10 | N.°11 N.°12 | N°13 | N°14 | N°15 | N.°16 | N.217
(Ppm/Bx)
Ciclo (Ala-GIn) 6,7 7,0 3,8 2,1 1,3 1,6 1,9 1,3 0,8
Ciclo(His-Pro) 3,5 2,4 2,6 3,2 5,4 4.8 2,5 4,2 1,6
Ciclo(Ala-Ala) 11,3 9,8 75 3,8 2,3 2,7 4.1 2,1 1,4
Ciclo(Gly-Pro) 3,3 2,2 1,9 1,2 3,5 2,6 2,4 2,8 1,6
Ciclo(Ser-Tyr) 8,9 57 3,5 1,6 0,7 1,3 1,2 0,8 0,4
Ciclo(Pro-Thr) 6,9 5,3 3,8 4,0 7.4 6,8 52 6,1 3,7
Ciclo(His-Phe) 4,0 4,5 3,9 0,5 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3
Ciclo(Ala-Pro) 3,2 3,2 1,9 2,0 3,4 2,7 2,6 2,9 1,6
Ciclo(Phe-Ser) 7.1 5,3 4.9 1,5 0,8 1,2 0,9 0,9 0,7
Ciclo(Gly-Leu) 9,0 19,0 10,5 1,3 1,0 1,0 1,3 0,9 0,7
Ciclo(Gly-Phe) 5,3 57 5,8 0,8 0,8 1,0 0,6 0,7 0,5
Ciclo(Pro-Pro) 1,7 1,9 1,4 0,7 1,8 1,9 0,6 1,7 0,8
Ciclo(Gly-Trp) 2,4 2,0 0,8 0,4 0,5 0,5 0,7 0,5 0,2
Ciclo(Asp-Phe) 7.1 8,3 6,4 0,6 0,8 1,0 0,7 0,9 0,7
Ciclo(Val-Pro) 2,9 1,5 1,4 2,0 3,7 3,3 2,6 3,0 1,6
Ciclo (Pro-Tyr) 1,8 1,2 1,2 1,3 3,5 2,8 2,3 2,7 1,1
Ciclo(Met-Pro) 0,9 0,5 0,5 0,7 1,4 0,8 1,3 1,0 0,0
Ciclo (Met-Met)t 0,5 0,5 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Ciclo (Val-Val) 1,1 1,4 0,7 0,1 0,0 0,1 0,1 0,0 0,1
Ciclo(Leu-Pro) 6,8 4,5 2,5 3,1 6,9 5,5 5,4 5,1 1,9
Ciclo(Trp-Tyr) 1,3 1,5 0,6 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0
Ciclo(Phe-Pro) 1,3 1,0 0,9 1,2 3,2 2,0 2,4 2,4 0,9
Ciclo(Leu-Trp) 2,2 3,4 2,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Ciclo(Phe-Trp) 0,8 0,9 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Ciclo(Leu-Phe) 17,5 4.1 10,2 1,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3
Ciclo(Leu-Leu) 21,5 8,9 10,8 2,6 0,2 0,4 0,8 0,3 1,1
Ciclo(Phe-Phe) 4,2 0,8 2,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1
Concentracién total 1433 | 1124 | 929 | 3641 | 491 | 447 | 400 | 409 | 219
(Ppm/Bx)
Concentracion total por
unidad de Bx (ug/100 14326 | 11242 9286 3607 4909 4471 4001 4086 2193
g/Bx)

(Ejemplo 9) Produccion (6) de dicetopiperazina a partir de la planta

Se produjeron extractos de t¢ como en el Ejemplo 4, excepto que las concentraciones de la enzima (Protina NY100)
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se cambiaron del 0% al 20 % basandose en la cantidad de hojas de té. Los extractos de té resultantes se
sometieron a evaluacion sensorial, y los contenidos de los 17 tipos de dicetopiperazinas mostrados en la Tabla 10 se
midieron mediante LC-MS/MS como en el Ejemplo 1y se determind la cantidad total de los mismos.

La Tabla 10 muestra los resultados. Se sugirié6 que la concentracion de la enzima deberia estar dentro de un
intervalo del 1 % al 20 % en peso basado en la cantidad de materia prima vegetal, preferentemente del 3 % al 15 %
en peso y mas preferentemente del 4 % al 10 % en peso. Ademas, en todos los extractos de té, dado que el extracto
de té en si no tiene sustancialmente ningun sabor, se considerd que estos extractos eran extractos que se pueden
utilizar afiadiéndolos a alimentos y bebidas. En particular, los extractos de té sometidos a combinaciones de
preextraccion, tratamiento enzimatico y tratamiento térmico tenian un excelente sabor.

[Tabla 10]
Concentracion de enzima
Concentracion de
TR (min) dicetopiperazinas 0,5% 1% 2% 3% 5% 10 % 15 % 20 %
(ppm)

4.4 Ciclo (Ala-GIn) 14,1 16,5 20,3 20,7 23,6 26,4 26,2 28,2
5,6 Ciclo(His-Pro) 2,3 2,4 2,9 3,1 3,5 4,0 3,8 4,2
6,7 Ciclo(Ala-Ala) 2,0 2,2 2,6 2,7 3,1 3,5 3,5 3,7
7.4 Ciclo(Gly-Pro) 5,6 5,9 75 7,3 8,6 9,9 10,0 10,5
7.8 Ciclo(Ser-Tyr) 10,0 11,2 13,7 13,6 14,5 15,0 13,8 13,1
8,1 Ciclo(Pro-Thr) 6,7 75 9,7 9,9 11,4 12,1 11,1 10,7
8,6 Ciclo(His-Phe) 0,7 0,7 0,9 0,9 1,0 1,1 1,1 1,1
9,2 Ciclo(Ala-Pro) 0,7 0,7 1,0 1,0 1,3 1,6 1,7 1,9
9,6 Ciclo(Phe-Ser) 0,4 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,7 0,8
10,2 Ciclo(Gly-Leu) 0,1 0,2 0,3 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3
10,2 Ciclo(Gly-Phe) 1,0 1,3 1,7 1,7 2,0 2,2 2,2 2,2
10,7 Ciclo(Pro-Pro) 1,4 1,6 2,1 2,2 2,7 3,4 3,6 4,0
11 Ciclo(Gly-Trp) 1,3 1,4 1,7 1,6 1,8 2,0 2,0 2,2
12,3 Ciclo(Asp-Phe) 18,9 22,1 28,3 28,4 32,1 33,3 30,3 28,4
12,4 Ciclo(Val-Pro) 11,7 12,9 15,2 14,8 16,2 15,4 13,3 12,2
12,6 Ciclo(Pro-Tyr) 2,2 2,8 4.1 4,6 5,8 7.4 7.2 7.2

g}%’:ﬁf”“ac'on total 792 | 899 | 1124 | 1132 | 1288 | 1386 | 1309 | 1305

Bx 0,56 0,63 0,79 0,82 0,99 1,25 1,39 1,57

Concentracion total por

unidad de Bx (ug/100 14146 | 14267 | 14231 13803 | 13010 | 11088 9416 8310

g/Bx)

(Ejemplo 10) Produccion (7) de dicetopiperazina a partir de la planta

Se produjeron extractos de té como en el Ejemplo 4, excepto que se cambiaron las condiciones para el tratamiento a
alta temperatura y alta presion. En concreto, se utilizaron como planta las mismas hojas de té que las del Ejemplo 4,
en la misma cantidad. Las hojas de té (hojas de té usadas) se prepararon repitiendo la preextraccién con agua tres
veces en una cantidad de 30 veces, en lugar de 20 veces, la cantidad de planta y se sometieron a un tratamiento
enzimatico como en el Ejemplo 4 y al tratamiento térmico con el mismo equipo de tratamiento térmico que en el
Ejemplo 4, en las diversas condiciones de calentamiento que se muestran en la Tabla 11. Los extractos de té
resultantes se analizaron en cuanto a las dicetopiperazinas en los extractos, como en el Ejemplo 1.

La Tabla 11 muestra los resultados. Se sugirié que la generacion de dicetopiperazinas necesita calentamiento a
100 °C o mas (preferentemente a 115°C o mas y mas preferentemente a 125 °C o mas) durante un tiempo de
calentamiento de aproximadamente 30 min a 10 horas y preferentemente de aproximadamente 2 a 8 horas.

[Tabla 11]
Condicion de tratamiento térmico
[o]
Concentracion de dicetopiperazinas (ppm/Bx) 3905mci:n 105°C3h|115°C3h|125°C3h| 135°C3h
Ciclo(Ala-GIn) 0,0 0,8 1,3 2,4 7,6
Ciclo(His-Pro) 0,0 0,5 1,0 1,6 2,2
Ciclo(Ala-Ala) 0,0 3,2 5,8 9,7 19,8
Ciclo(Gly-Pro) 0,0 0,3 0,9 1,6 3,5
Ciclo(Ser-Tyr) 0,0 0,6 1,3 3,0 5,9
Ciclo(Pro-Thr) 0,2 0,9 1,8 3,2 5,5
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(continuacion)

Condicion de tratamiento térmico
o]

Concentracion de dicetopiperazinas (ppm/Bx) 3905mci:n 105°C3h|115°C3h|{125°C3h| 135°C3h
Ciclo(His-Phe) 0,0 0,9 1,7 2,5 2,1
Ciclo(Ala-Pro) 0,0 0,8 1,2 2,0 4.9
Ciclo(Phe-Ser) 0,1 1,4 1,8 2,7 6,9
Ciclo(Gly-Leu) 0,0 1,8 4,0 6,3 10,7
Ciclo(Gly-Phe) 0,1 1,7 3,1 57 9,2
Ciclo(Pro-Pro) 0,0 0,1 0,3 0,6 1,6
Ciclo(Gly-Trp) 0,0 0,5 0,8 1,5 3,0
Ciclo(Asp-Phe) 0,2 3,1 5,3 9,4 15,5
Ciclo(Val-Pro) 0,1 0,4 0,6 0,9 2,1
Ciclo(Pro-Tyr) 0,0 0,2 0,3 0,5 1,4
Ciclo(Ala-GIn) 0,0 0,0 0,1 0,3 0,7
Ciclo(His-Pro) 0,0 0,2 0,3 0,4 0,8
Ciclo(Ala-Ala) 0,0 0,1 0,2 0,4 1,6
Ciclo(Gly-Pro) 0,3 1,9 3,0 4,2 6,3
Ciclo(Ser-Tyr) 0,0 0,3 0,6 1,1 2,2
Ciclo(Pro-Thr) 0,0 0,0 0,3 0,7 1,4
Ciclo(His-Phe) 0,0 0,5 1,2 2,4 2,7
Ciclo(Ala-Pro) 0,0 0,2 0,1 0,7 1,7
Ciclo(Phe-Ser) 0,1 1,9 4.7 9,7 14,4
Ciclo(Gly-Leu) 0,2 2,4 57 12,0 17,7
Ciclo(Gly-Phe) 0,0 0,7 1,5 2,4 6,0

Concentracion total (ppm/Bx) 1,3 25,5 48,9 87,8 157,5

g/%r:;entramon total por unidad de Bx (ug/100 130 2555 4890 8781 15748

(Ejemplo 11) Produccion de alimentos o bebidas que contienen dicetopiperazina

El extracto de té A producido en el Ejemplo 4 y/o agua en una cantidad total de 50 g como se muestra en la Tabla 12
se afadieron a 450 g de una bebida de té verde PET disponible en el mercado para preparar bebidas de té que
contienen dicetopiperazina en una cantidad total de 500 g. Estas bebidas de té se sometieron a una evaluacion
sensorial del sabor. La evaluacion se realizd principalmente para el amargor y se juzgd por preferencia general
basandose en cinco criterios: muy buen sabor (@ ), buen sabor (O), sabor bebible (A), sabor ligeramente dificil de
beber (x) y sabor muy dificil de beber (xx).

La Tabla 12 muestra los resultados. Se confirmd que todas las bebidas de té, cada una en una cantidad de 500 g,
que incluian de 0 a 50 g del extracto de té A conteniendo la mezcla de dicetopiperazina del Ejemplo 4, tenian buen
sabor. Esto sugiere que el extracto de té preparado por la presente invencién es un material altamente versatil para
mezclar en el disefio del sabor de las bebidas.

[Tabla 12]
Sehida e te | Bvao | T Ganidag | . Canidad total de Resultado de la
verde PET (g) | de té (g) Agua (g) total (g) dicetopiperazinas (ug/500 g) | evaluacion sensorial
1 450 0 50 500 0 G)]
2 450 5 45 500 57 ®
3 450 10 40 500 115 ®
4 450 20 30 500 229 G)]
5 450 30 20 500 344 ®
6 450 50 0 500 574 )
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REIVINDICACIONES

1. Un extracto vegetal que comprende al menos uno de ciclo-alanil-glutamina, ciclo-alanil-alanina, ciclo-seril-tirosina,
ciclo-glicil-leucina, ciclo-glicil-triptéfano, ciclo-valil-valina, ciclo-triptofanil-tirosina, ciclo-leucil-triptéfano y ciclo-
fenilalanil-fenilalanina a una concentracion de 10 ug/100 g/Bx o mas, donde el extracto vegetal es un extracto de té,
un extracto de soja, un extracto de malta o un extracto de sésamo y la cantidad total de dicetopiperazina (o
dicetopiperazinas) por Bx es de 900 ug/100 g/Bx o mas.

2. El extracto vegetal de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, que es un extracto de té, un extracto de soja o un
extracto de malta.

3. Un método de produccién de un extracto vegetal que contiene una alta concentracion de dicetopiperazinas que
incluyen ciclo-leucil-leucina y ciclo-leucil-fenilalanina, comprendiendo el método una etapa de someter a un péptido
vegetal a un tratamiento a de 100 °C a 170 °C y 0,101 a 0,79 MPa durante 30 a 500 minutos en un liquido, donde el
péptido vegetal es un péptido del té, un péptido de la soja, un péptido de la malta o un péptido del sésamo.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, donde el péptido vegetal es un oligopéptido.
5. El método de acuerdo con la reivindicacion 3 o 4, donde el péptido vegetal se prepara sometiendo a una proteina
de origen vegetal o a una planta que contiene proteina a un tratamiento de descomposicion, donde la planta es una

planta de té, una de soja, una de malta o una de sésamo.

6. El método de acuerdo con la reivindicacién 5, donde el tratamiento de descomposicion es tratamiento térmico o
tratamiento enzimatico.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, donde el tratamiento de descomposicion es tratamiento enzimatico y
la enzima es una proteasa de tipo endoproteasa.
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| CONCENTRACION DE DICETOPIPERAZINA (Phe-Phe) (Lg/ml)

6,0

55

5,0
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4,0
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CONCENTRACION DE DICETOPIPERAZINA (Phe-Phe) (ug/ml)

1,5

1,0

0,5

0,0
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