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§ 1

“METODO PARA A PRODUCAO DE UM HIDROLISADO DE
PROTEINA DE SORO DE LEITE, E, USO DE UM HIDROLISADO DE
PROTEINA DE SORO DE LEITE”

CAMPO TECNICO

A presente invengdo diz respeito a um método de produzir um
hidrolisado de proteina de soro de leite usando-se uma endopeptidase

microbiana.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Os suplementos de proteina, tais como proteina do soro de
leite em pd, sdo comumente usados por fisiculturistas e outros atletas para
acelerar o desenvolvimento muscular e auxiliar na recuperagdo. Da mesma
maneira, tais suplementos de proteina sdo uteis para a nutrigdo quimica. No
geral, as proteinas do soro de leites pré-digeridas, parcialmente hidrolisadas
sdo absorvidas mais facilmente do que a proteina ndo hidrolisada, os
hidrolisadbs de proteina do soro de leite sdo considerados tendo beneficios
nutricionais. Mas visto que a proteina do soro de leite ndo hidrolisada € suave
a levemente leitoso no sabor, a proteina do soro de leite hidrolisada tende ao
gosto muito diferente, usualmente de uma maneira que torna-se indesejavel.
Portanto, quando tais hidrolisados sdo usados, por exemplo, em bebidas, o
sabor deve ser mascarado, por exemplo, pela adi¢do de sabor artificial.

A hidrdlise da proteina usando-se endopeptidases especificas €
conhecida na técnica, ver, por exemplo, W097/43910. A hidrélise de beta-
lactoglobulina, que € uma das proteinas presentes na proteina do soro de leite,
foi estudada em Madsen et al. (1997), Int. Dairy Journal, 7, pp. 399 a 409. A
hidrélise de epitopos de beta-lactoglobulina com proteases diferentes também
¢ descrita em Food Proteins and Their Applications; Ed. S. Damodaran & A.
Paraf; Marcel Dekker, New York, 1997; pp. 443-472.

SUMARIO DA INVENCAO

Surpreendentemente, os presente inventores encontraram um
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método para a produgdo de um hidrolisado de proteina de soro de leite, em
que a proteina do soro de leite € submetida ao tratamento com uma
endopeptidase miérobiana tendo especificidade quanto a arginina e lisina,
seguido pela inativacdo da endopeptidase, que da origem a um hidrolisado
tendo um sabor agradavel. O hidrolisado ainda pode ter um sabor melhor do
que a proteina do soro de leite ndo hidrolisada. Além disso, o hidrolisado de
proteina do soro de leite obtido pelo método da invengédo € estavel e tem uma
tendéncia reduzida ao gel no tratamento por calor em compara¢do com 0s
hidrolisados obtidos por outras endopeptidases.

A presente invengdo portanto, diz respeito a um método para a
produg¢do de um hidrolisado de proteina de soro de leite que compreende:

a) fornecer uma composi¢do aquosa de proteina de soro de
leite que compreende beta-lactoglobulina e alfa-lactalbumina;

b) submeter a dita composi¢do a acdo de uma endopeptidase
microbiana que cliva especificamente no lado do terminal carboxi de arginina
ou lisina e

c) inativar a endopeptidase.

A presente invengdo também diz respeito ao uso de um
hidrolisado de proteina de soro de leite obtido pelo método acima na nutrigdo

clinica ou em uma bebida energética ou uma bebida esportiva.

DIVULGACAO DETALHADA DA INVENCAO

Como mencionado acima, a presente invengdo diz respeito a
um método para a produgdo de um hidrolisado de proteina de soro de leite que
compreende:

a) fornecer uma composigdo aquosa de proteina de soro de
leite que compreende beta-lactoglobulina e alfa-lactalbumina;

b) submeter a dita composi¢do a a¢do de uma endopeptidase
microbiana que cliva especificamente no lado do terminal carboxi de arginina

ou lisina e
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c) inativar a endopeptidase.

A proteina do soro de leite a ser usada no método da invengdo
deve ser entendida como proteinas que podem ser obteniveis a partir do soro
de leite, tais como proteinas isoladas da proteina de leite. O soro de leite pode
ser definido como a por¢ao liquida que separa-se quando o leite coagula com
acido e/ou coalho. O soro de leite pode ser, desta maneira, um sub-produto da
produgdo de queijo ou da proteina de caseina. O leite no contexto da presente
invengdo pode ser derivado de qualquer mamifero, tais como vacas, cabras,
ovelhas, jumentas, camelas, camelideos, iaques ou bufalas. Em um aspecto
preferido, o leite € leite de vaca.

A proteina do soro de leite a ser usada no método da invengéo
compreende beta-lactoglobulina e alfa-lactalbumina. Esta também pode
compreender outras proteinas obteniveis de soro de leite, tal como albumina
de soro. A composi¢do aquosa da etapa a) também pode compreender outras
proteinas que nao sdo obteniveis do soro de leite.

Em um aspecto preferido, a composi¢cdo aquosa da etapa a)
compreende pelo menos 15 %, tal como pelo menos 20 %, pelo menos 25 %,
pelo menos 30 %, pelo menos 35 %, pelo menos 40 %, pelo menos 45 %, pelo
menos 50 %, pelo menos 55 % ou pelo menos 60 % beta-lactoglobulina de
matéria seca total. Em um outro aspecto preferido, a composi¢do aquosa da
etapa a) compreende pelo menos 5 %, tal como pelo menos 10 %, pelo menos
15 % ou pelo menos 20 % alfa-lactalbumina de matéria seca total. Em um
outro aspecto, a composi¢do aquosa da etapa a) compreende pelo menos 1 %,
tal como pelo menos 2 %, pelo menos 3 %, pelo menos 4 % ou pelo menos 5
% de albumina de soro de matéria seca total.

Em um outro aspecto preferido, a composi¢do aquosa da etapa
a) compreende pelo menos 15 % (p/p), tal como pelo menos 20 % (p/p), pelo
menos 25 % (p/p), pelo menos 30 % (p/p), pelo menos 35 % (p/p), pelo
menos 40 % (p/p), pelo menos 45 % (p/p), pelo menos 50 % (p/p), pelo
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menos 55 % (p/p) ou pelo menos 60 % (p/p) beta-lactoglobulina de proteina
total. Em um outro aspecto preferido, a composi¢do aquosa da etapa a)
compreende pelo menos 5 % (p/p), tal como pelo menos 10 % (p/p), pelo
menos 15 % (p/p) ou pelo menos 20 % (p/p) alfa-lactalbumina de proteina’
total. Em um' outro aspecto, a composi¢cdo aquosa da etapa a) compreende
pelo menos 1 % (p/p), tal como pelo menos 2 % (p/p), pelo menos 3 % (p/p),
pelo menos 4 % (p/p) ou pelo menos 5 % (p/p) de albumina de soro de
proteina total.

Preferivelmente, a proteina do soro de leite foi isolada do soro
de leite e a razdo entre beta-lactoglobulina e alfa-lactalbumina é, em esséncia
a mesma como no soro de leite do qual esta foi isolada.

Em uma forma de realizagdo preferida, a proteina do soro de
leite usada no método pode ser uma proteina do soro de leite concentrada, que
tem um teor de proteina de cerca de 29 % a menos do que cerca de 90 % em
uma base isenta de umidade. As proteinas do soro de leite concentradas
contém um nivel baixo de gordura e de colesterol mas, no geral, tem niveis
mais altos de carboidratos na forma de lactose.

Em uma outra forma de realizagdo, a proteina do soro de leite
pode ser uma proteina do soro de leite isolada. No geral, as proteinas do soro
de leite isoladas tém um teor de proteina de pelo menos cerca de 90 %
proteina do soro de leite em uma base isenta de umidade. Tais isolados foram,
no geral, processados para remover a gordura e a lactose.

A proteina do soro de leite a ser usada no método da invengdo
pode ser uma combinagdo de proteina de soro de leite concentrada e proteina
do soro de leite isolada.

A proteina do soro de leite pode compreender proteinas do
soro de leite intactas ou pode compreender proteinas do soro de leite
parcialmente hidrolisadas.

No método da invengdo, o material de proteina do soro de leite
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¢ tipicamente misturado ou dispersado em agua para formar uma pasta que
compreende cerca de 1 % a cerca de 20 % de proteina em peso. Em uma
forma de realizagdo, a pasta pode compreender cerca de 1 % a cerca de 5 %
de proteina em peso. Em uma outra forma de realizagdo, a pasta pode
compreender cerca de 6 % a cerca de 10 % de proteina em peso. Em uma
outra forma de realizagéo, a pasta pode compreender cerca de 11 % a cerca de
15 % de proteina em peso. Ainda, em uma outra forma de realizacio, a pasta
pode compreender cerca de 16 % a cerca de 20 % de proteina em peso.

Apo6s o material de proteina ser dispersado em agua, o pH e a
temperatura da pasta de proteina podem ser ajustados a fim de otimizar a
reagdo de hidrélise e, em particular, para garantir que a endopeptidase usada
na reagdo de hidrolise funcione préximo de seu nivel de atividade 6timo.

O pH da pasta de proteina pode ser ajustado e monitorado de
acordo com os métodos, no geral, conhecidos na técnica. O pH da pasta de
proteina pode ser ajustado e mantido de cerca de 5,0 a cerca de 10,0, Em uma
forma de realizagéo, o pH da pasta de proteina pode ser ajustado e mantido de
cerca de 6,5 a cerca de 8,0. Em uma forma de realizag¢do preferida, o pH da
pasta de proteina pode ser ajustado e mantido em cerca de 7,5. A temperatura
da pasta de proteina é preferivelmente ajustada e mantida de cerca de 40° C a
cerca de 70° C durante a reagdo de hidrdlise de acordo com os métodos
conhecidos na técnica. Em uma forma de realizagdo preferida, a temperatura
da pasta de proteina pode ser ajustada e mantida em de cerca de 40° C a cerca
de 60° C durante a reagdo de hidrolise. No geral, as temperaturas acima desta
faixa podem inativar a endopeptidase, enquanto temperaturas abaixo ou acima
desta faixa tendem a diminuir a atividade da endopeptidase.

A reagdo de hidrdlise €, no geral, iniciada pela adi¢do de uma
endopeptidase a pasta de material de proteina.

As endopeptidases a serem usadas no método da invengdo

clivam especificamente no terminal carboxi secundario de um residuo de
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arginina ou um residuo de lisina. Por “clivando-se especificamente” €
entendido que a endopeptidase tem uma especificidade mais alta para a
clivagem no terminal carboxi secundario de arginina ou lisina do que para a
clivagem no terminal carbéxi secundério de qualquer outro aminoacido. Em
uma forma de realizagdo, a endopeptidase especificamente cliva no terminal
carboxi secundario de arginina, significando que a endopeptidase tem uma
especificidade mais alta para a clivagem no terminal carbdéxi secundario de
arginina do que para a clivagem no terminal carboxi secundario de qualquer
outro aminoacido.

Tipicamente, a endopeptidase tem atividade proteolitica 6étima
em um pH de cerca de 6,0 a cerca de 11,0, preferivelmente em um pH de
cerca de 8 a cerca de 10 e em uma temperatura de cerca de 40° C a cerca de
70° C, preferivelmente em uma temperatura de cerca de 45° C a cerca de 60°
C ou de cerca de 45° C a cerca de 55° C.

Uma endopeptidase a ser usada no método da invengdo € de
origem microbiana. O uso de enzimas microbianas, em vez de enzimas
animais ou vegetais, € vantajoso em que as enzimas microbianas apresentam
um amplo espectro de caracteristicas (pH 6timo, temperatura etc.) e pode ser
consistentemente obtenivel em quantidades relativamente grandes.

A endopeptidase €, preferivelmente, uma endopeptidase
semelhante a tripsina de origem microbiana. No contexto da presente
invengdo, uma endopeptidase semelhante & tripsina € uma endopeptidase
tendo uma especificidade similar aquela de tripsina, por exemplo, uma
endopeptidase tendo uma razdo de tripsina maior do que 100, em que a razdo
de tripsina € determinada como a atividade da enzima quando cliva-se apods
Arg ou Lys (seja qual for o maior) dividido pela atividade da enzima quando
cliva-se apds qualquer outro aminoacido. Tais medigbes de atividade para
determinar a razo de tripsina devem ser realizadas em um valor de pH onde a

atividade da endopeptidase é pelo menos metade da atividade da
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endopeptidase em seu pH o6timo. A taxa de tripsina pode ser determinada
como descrito no Exemplo 3 do presente pedido.

Em uma forma de realizagdo, a endopeptidase é uma
endopeptidase bacteriana.

Em uma outra forma de realizagdo, a endopeptidase é uma
endopeptidase fungica. Em uma forma de realizagdo preferida, a
endopeptidase é de uma cepa de Fusarium, preferivelmente Fusarium
oxysporum, por exemplo, tendo a sequéncia de aminoacido mostrada como
SEQ ID N°: 2 do presente pedido (SWISSPROT N° P35049). Uma
endopeptidase semelhante & tripsina de Fusarium oxysporum tendo a
sequéncia de aminoacido mostrada como aminoacidos 25 a 248 da SEQ ID
Ne°: 2 foi previamente descrita (US 5.288.627; US 5.693.520).

Em uma forma de realizagdo, a endopeptidase € uma
endopeptidase semelhante a tripsina de Achromobacter Iyticus, por exemplo,
tendo a sequéncia de aminoacido mostrada como SEQ ID N°: 4 do presente
pedido (UNIPROT:P15636). Em uma outra forma de realizagdo, a
endopeptidase € uma endopeptidase semelhante a tripsina de Fusarium solani,
por exemplo, AP977S tendo a sequéncia de aminoacido mostrada como a
SEQ ID N°: 6 do presente pedido (GENESEQP: ADZ80577). Em uma outra
forma de realizagdo, a endopeptidase € uma endopeptidase semelhante a
tripsina de Fusarium cf. solani, por exemplo, AP971 tendo a sequéncia de
aminoacido mostrada como a SEQ ID N°: 8 do presente pedido.

Em uma forma de realizagdo da invengdo, a endopeptidase ¢
selecionada do grupo que consiste de:

1) um polipeptideo que tem uma sequéncia de aminoacido que
€ pelo menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % ou 98 % idéntica a (A)
qualquer um de SEQ ID N°: 2, 4, 6 ou 8 ou (B) um fragmento de qualquer
uma destas sequéncias tendo a atividade de protease;

1) um polipeptideo que € codificado por um polinucleotideo
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que ¢ pelo menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % ou 98 % idéntica a
qualquer um de SEQ ID N°: 1, 3, 5 ou 7,

iii) um polipeptideo que é codificado por um polinucleotideo
cujo complemento- hibridiza-se pelo menos sob condi¢des de estringéncia
baixas, preferivelmente, pelo menos estringéncia média, pelo menos
estringéncia alta ou pelo menos condi¢gdes de estringéncia muito altas, com
qualquer um de SEQID N°: 1,3,50ou7e

iv) um polipeptideo que tem uma sequéncia de aminoacido
modificada por substituigdo, delegdo e/ou inser¢do de um ou diversos
aminoacidos em (A) qualquer um de SEQ ID N°: 2, 4, 6 ou 8 ou (B) um
fragmento de qualquer uma destas sequéncias tendo a atividade de protease.

Um fragmento de uma sequéncia de aminoacido tendo a
atividade de protease pode ser a sequéncia de aminoacido da enzima ativa,
por exemplo, apds o processamento, tal como apds qualquer peptideo e/ou
propeptideo sinalizador ser clivado. Os fragmentos preferidos sdo os
aminoacidos 25-248 da SEQ ID N°: 2, aminoacidos 21-653 da SEQ ID N°: 4,
aminoacidos 26-251 de SEQ ID N°: 6 ou aminoacidos 18-250 da SEQ ID N°:
8.

Em uma forma de realizagdo preferida da invengdo, a
endopeptidase tem uma sequéncia de aminoacido que é pelo menos 60 %, 70
%, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % ou 98 % idéntica aos aminoacidos 25-248 da
SEQ ID N°: 2.

Condigdes de estringéncia muito baixas a muito altas sdo
definidas como pré-hibridizag¢io e hibridiza¢do a 42° C em 5X SSPE, 0,3 %
de SDS, 200 microg/ml de DNA de esperma de salmdo cortado e desnaturado
e 25 % de formamida para condigdes de estringéncia muito baixa e de
estringéncias baixas, 35 % de formamida para estringéncias médias e média-
altas ou 50 % de formamida para estringéncias altas e muito altas, seguindo os

procedimentos de Southern blotting padrdo para 12 a 24 horas otimamente. O
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material carregador € finalmente lavado trés vezes cada por 15 minutos
usando-se 2X SSC, 0,2 % de SDS preferivelmente pelo menos a 45° C
(estringéncia muito baixa), mais preferivelmente pelo menos a 50° C
(estringéncia baixa), mais preferivelmente pelo menos a 55° C (estringéncia
média), mais preferivelmente pelo menos a 60° C (estringéncia média-alta),
ainda mais preferivelmente pelo menos a 65° C (estringéncia alta) e mais
preferivelmente pelo menos a 70° C (estringéncia muito alta). Em uma forma
de realizagdo particular, a lavagem é conduzida usando-se 0,2X SSC, 0,2 %
de SDS preferivelmente pelo menos a 45° C (estringéncia muito baixa), mais
preferivelmente pelo menos a 50° C (estringéncia baixa), mais
preferivelmenfe pelo menos a 55° C (estringéncia média), mais
preferivelmente pelo menos a 60° C (estringéncia média-alta), ainda mais
preferivelmente pelo menos a 65° C (estringéncia alta) e mais preferivelmente
pelo menos a 70° C (estringéncia muito alta). Em uma outra forma de
realizagdo particular, a lavagem ¢ conduzida usando-se 0,1X SSC, 0,2 % de
SDS preferivelmente pelo menos a 45° C (estringéncia muito baixa), mais
preferivelmente pelo menos a 50° C (estringéncia baixa), mais
preferivelmente pelo menos a 55° C (estringéncia média), mais
preferivelmente pelo menos a 60° C (estringéncia média-alta), ainda mais
preferivelmente pelo menos a 65° C (estringéncia alta) e mais preferivelmente
pelo menos a 70° C (estringéncia muito alta).

Para os propositos da presente invengdo, o alinhamento de
duas sequéncias de aminoacidos podem ser determinado pelo uso do
programa Needle a partir da embalagem EMBOSS (Rice, P., Longden, I. and
Bleasby, A. (2000) EMBOSS: The European Molecular Biology Open
Software Suite. Trends in Genetics 16, (6) pp 276—277; http://emboss.org)
versdo 2.8.0. O programa Needle executa o algoritmo de alinhamento global
descrito em Needleman, S. B. and Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. Biol. 48,
443-453. A matriz de substituicdo usada ¢ BLOSUMS62, penalidade de
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abertura de fenda € de 10, e a penalidade de extensdo de fenda € de 0,5.

O grau de identidade entre duas sequéncias de aminoacidos €
calculada como o nimero de pontos exatos em um alinhamento de duas
sequéncias, dividido pelo comprimento de duas sequéncias mais curtas. O
resultado € expressado na identidade de percentual. Um ponto exato ocorre
quando as duas sequéncias tem residuos de aminoacidos idénticos na mesma
posicdo da sobreposicdo. O comprimento da sequéncia € o nimero de
residuos de aminoécidos na sequéncia (por exemplo o comprimento da SEQ
ID N°: 2 é de 248 aminoacidos).

O grau de identidade entre duas sequéncias de nucleotideos é
determinado pelo método Wilbur-Lipman (Wilbur and Lipman, 1983,
Proceedings of the National Academy of Science USA 80: 726-730) usando o
software LASERGENE™ MEGALIGN™ (DNASTAR, Inc., Madison, WI)
com uma tabela de identidade e os seguintes parametros de alinhamento
multiplos: Penalidade de fenda de 10 e penalidade de comprimento de fenda
de 10. Os parametros de alinhamento em forma de pares sdo Ktuple=3,
penalidade de fenda=3 e windows=20.

O grau de identidade entre as sequéncias de nucleotideos é
calculada como o numero de pontos exatos em um alinhamento de duas
sequéncias, dividido pelo comprimento de duas sequéncias mais curtas. O
resultado ¢ expressado na identidade de percentual. Um ponto exato ocorre
quando as duas sequéncias tem nucleotideos idénticos na mesma posi¢do da
sobreposi¢do. O comprimento da sequéncia é o nimero de nucleotideos na
sequéncia (por exemplo o comprimento da SEQ ID N°: 1 é de 744
nucleotideos).

Preferivelmente, a quantidade de endopeptidase microbiana
usada no método da invengdo € de cerca de 0,01 a cerca de 500 AU (como
definido abaixo) por Kg da proteina do soro de leite, preferivelmente de cerca

de 0,1 a cerca de 100 AU por Kg da proteina do soro de leite, mais
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preferivelmente de cerca de 0,5 a cerca de 50 AU por Kg da proteina do soro
de leite.

Uma unidade Anson (AU) € definida como uma quantidade de
enzima que esta sob condi¢des padrdo (isto € 25° C, pH 7.5 e 10 minutos.
periodo de reagdo) digerindo a hemoglobina em uma taxa inicial tal que aqui
¢ liberada por minuto em uma quantidade do produto soluvel em TCA que da
a mesma cor com o reagente fenol como um miliequivalente de tirosina.

A quantidade de endopeptidase adicionado ao material de
proteina pode e variara dependendo da fonte do material de proteina, o grau
desejado de hidrdlise e a duragdo da reagdo de hidrolise. A quantidade de
endopeptidase pode variar de cerca de 1 mg da proteina da enzima a cerca de
5000 mg da proteina da enzima por quilograma do material de proteina. Em
uma outra forma de realizagdo, a quantidade pode variar de 10 mg da proteina
da enzima a cerca de 2000 mg da proteina da enzima por quilograma do
material de proteina. Ja em uma outra forma de realizac¢do, a quantidade pode
variar de cerca de 50 mg da proteina da enzima a cerca de 1000 mg da
proteina da enzima por quilograma do material de proteina.

Como sera apreciado por um técnico habilitado, a duragdo da
reagdo de hidrdlise pode e variara. No geral, a duragdo da reagdo de hidrolise
pode variar de poucos minutos a muitas horas, tal como, de cerca de 30
minutos a cerca de 48 horas.

Preferivelmente, o tratamento com endopeptidase microbiana
resulta em um hidrolisado de proteina do soro de leite tendo um grau de
hidrolise (DH) de cerca de 0,1 % a cerca de 20 %, mais preferivelmente de
cerca de 0,5 % a cerca de 10 % ou de cerca de 0,5 % a cerca de 8 %, ainda
mais preferivelmente de cerca de 1 % a cerca de 5 %.

O grau de hidrélise (DH) expressa a extensdo da hidrolise da
proteina obtida pelo método. No contexto da inveng¢do, o grau de hidrolise

(DH) é definido como segue:
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DH = (Numero de ligagdes de peptideo clivadas / Numero
total de ligagdes de peptideos) x 100 %

A pessoa habilitada conhecera para medir o DH.

Na etapa c) do método da invengdo, a endopeptidase ¢é
inativada. Tal inativagdo pode ser realizada por qualquer método conhecido
na técnica, por exemplo pelo aquecimento a pelo menos 70° C, tal como a
pelo menos 75° C ou pelo menos 80° C.

Um hidrolisado da proteina do soro de leite obtido pelo
método da invengdo pode ser usada em um produto alimenticio, por exemplo
em uma bebida. Exemplos ndo limitantes de tais produtos alimenticios
incluem bebidas esportivas ou bebidas energéticas. Um hidrolisado da
proteina do soro de leite obtido pelo método da invengdo também pode ser
usado na nutri¢do clinica, por exemplo em hospitais.

EXEMPLO 1

Cinco enzimas proteoliticas diferentes foram usadas para
hidrolisar o concentrado da proteina do soro de leite (Lacprodan 80) de Arla
Foods, Denmark (que compreende cerca de 80 % da proteina do total da
origem seca). As enzimas e dosagens foram:

Protease semelhante a tripsina de Fusarium oxysporum,
dosagem de 500 mg da proteina da enzima/kg material bruto.

PTN 6.0 (Novozymes A/S), dosagem de 0,5 % do material
bruto.

Alcalase 2.4L (Novozymes A/S), dosagem de 0,2 % do
material bruto.

Neutrase 0.8L. (Novozymes A/S), dosagem de 1 % do material
bruto. o

Protamex 1.5MG (Novozymes A/S), dosagem de 0,5 % do
material bruto.

O concentrado da proteina do soro de leite foi misturado com



10

15

20

25

13

agua (1:9) antes da adi¢do da enzima.

A hidrdlise foi colocada a 50° C em um béquer montado com
o sistema de dosagem de adi¢do da base (0,1 N de NaOH) para manter o pH
constante a pH 7.5 até o grau da hidrolise (DH) = 4 %.

As amostras foram aquecidas a 85° C para inativar as enzimas
e testar no painel sensorial.

Os testes triangulares foram usados para comparar o
hidrolisado obtido com a protease microbiana semelhante a tripsina com cada
um do hidrolisado obtido com um outro de quatro enzimas. Seis participantes,
cada um recebeu trés amostras codificadas. Estes relataram que duas das
amostras foram as mesmas que uma foi diferente. Os participantes foram
indagados para identificar a amostra impar. O numero de “respostas corretas”
na tabela abaixo indica o numero de participantes que sdo capazes de
identificar a amostra impar. Os participantes também foram indagados por
selecionar o minimo da amargura das amostras em cada teste triangular.

As amostras feitas com Alcalase, Neutrase e Protamex todas
tem uma clara tendéncia ao gel durante a pasteurizagdo. As amostras feitas
com PTN e protease microbiana semelhante a tripsina ficaram homogéneas.

As amostras foram diluidas a 3 % do conteido da proteina
antes da avaliagdo do paladar.

Os resultados a partir das avaliagdes do paladar triangular sdo
mostradas abaixo. MTP € a protease microbiana experimental semelhante a
tripsina de Fusarium oxysporum. Seis participantes foram incluidos na
avaliacdo. Se pelo menos 5 respostas corretas foram dadas (coluna 2), a
diferenga entre as amostras foi considerada significante. A terceira e quarta
colunas sdo os nimeros de participantes (com respostas corretas na segunda
coluna) que observaram que as amostras tem a minimo de amargura no

paladar:
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Respostas corretas  [Minimo de amargura
[Processo 1, PTN 15 PTN MTP
2 3
Processo 2, Alcalase |4 Alcalase MTP
N o H .v R Coe .;,. . 2
[Processo 3, Neutrase [2 [Neutrase MTP
1
Processo 4, Protamex|3 ¢ [Protamex MTP
2 1

Os resultados mostram que existe uma diferenga significante
entre as amostras produzidas por PTN e por MTP onde as amostras
produzidas por MTP foram selecionadas como sendo o minimo de amargura
do que as amostras produzidas por PTN. Nenhuma diferenc¢a significante foi
mostrada entre as amostras produzidas por MTP e qualquer uma das amostras
produzidas com as enzimas néo tendo a especificidade Lys e Arg (Alcalase,
Neutrase, Protamex).

EXEMPLO 2

Cinco enzimas proteoliticas diferentes foram usadas para
hidrolisar o concentrado da proteina do soro de leite de Leprino Foods, US
(que compreende cerca de 80 % da proteina do total da origem seca). As
enzimas e dosagens foram:

Protease semelhante a tripsina de Fusarium oxysporum,
dosagem de 500 mg da proteina da enzima/kg do material bruto.

PTN 6.0 (Novozymes A/S), dosagem de 0,5 % do material
bruto.

Alcalase 2.4L (Novozymes A/S), dosagem de 0,2 % do
material bruto.

Neutrase 0.8L (Novozymes A/S), dosagem de 1 % do material
bruto.

Protamex 1.5MG (Novozymes A/S), dosagem de 0,5 % do
material bruto.

O concentrado da proteina do soro de leite foi misturado com
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agua (1:9) antes da adigdo da enzima.

A hidroélise foi colocada a 50° C em um béquer montado com
o sistema de dosagem de adigdo da base (0,1 N de NaOH) para manter o pH
constante a pH 7.5 até o grau da hidrélise (DH) = 4 %.

As amostras foram aquecidas a 85° C para inativar as enzimas
e testar no painel sensorial.

Os testes triangulares foram wusados para comparar o
hidrolisado obtido com a protease microbiana semelhante a tripsina com cada
um do hidrolisado obtido com um outro de quatro enzimas. Sete participantes
cada um recebeu trés amostras codificadas. Estes relataram que duas das
amostras foram a mesma e que uma foi diferente. Os participantes foram
indagados para identificar a amostra impar. O numero de “respostas corretas”
na tabela abaixo indica o numero de participantes que sdo capazes de
identificar a amostra impar. Os participantes também foram indagados por
selecionar o minimo da amargura das amostras em cada teste triangular.

Todas as amostras ficaram homogéneas durante/apos a
pasteurizagdo.

As amostras foram diluidas a 3 % do contetido da proteina
antes da avalia¢do do paladar.

Os resultados a partir das avaliagdes do paladar triangular sdo
mostrados abaixo. MTP € a protease microbiana experimental semelhante a
tripsina de Fusarium oxysporum. Sete participantes foram incluidos na
avaliagdo. Se pelo menos 5 respostas corretas foram dadas (coluna 2), a
diferenga entre as amostras foi considerada significante. A terceira e quarta
colunas sdo os numeros de participantes (com respostas corretas na segunda
coluna) que observaram que as amostras tem um minimo de amargura no

paladar:
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Respostas corretas  [Minimo de amargura
[Processo 1, PTN S [PTN MTP
Processo 2, Alcalase |6 [Alcalase TP
Processo 3, Neutrase |2 INeutrase ;/ITP
IProcesso 4, Protamex |3 [Protamex lz\/ITP
3

Os resultados mostram que existe uma diferenga significante
entre as amostras produzidas com MTP e as amostras produzidas com
Alcalase ou PTN onde as amostras produzidas por MTP foram selecionadas
como sendo o minimo de amargura do que as amostras produzidas tanto por
Alcalase quando por PTN.

EXEMPLO 3

Definicdo, medicdo e calculo da razdo de Tripsina

Principio

Para fazer um ensaio medido para a determinagdo da atividade
de endopeptidase semelhante a tripsina, temos usados 10 substratos
cromogénicos diferentes com a féormula geral Suc-AAPX-pNA — onde X €
uma abreviagdo da letra por um dos vinte residuos de aminoacidos naturais. A
endopeptidase clivarda no lado do terminal carboxi de X e libera uma cor
amarela (para-nitroanilina), que pode ser medida. Temos usados estes 10
substratos Suc-AAPX-pNA diferentes disponiveis de Bachem (X = A, R, D,
E,LL,K,M,F e V) para fazer a medigdo e célculo de que intitulamos a razdo
de tripsina.

Uma endopeptidase semelhante a tripsina no contexto da
presente inven¢do pode ser definido como uma endopeptidase tendo uma
razdo de tripsina de mais do que 100.

A razdo de tripsina € calculada como a atividade méxima em
Suc-AAPR-pNA ou Suc-AAPK-pNA dividida pela atividade méaxima em

quaisquer um dos oito outros substratos Suc-AAPX-pNA:
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Razao de tripsina = atividade maxima em Suc-AAP(R/K)-pNA
/ atividade maxima em Suc-AAP(nonR/K)-pNA.
A medi¢do da atividade deve ser realizada em um valor pH

onde a-atividade € pelo menos metade da atividade em 6timo pH.
Materiais e Métodos
Ensaio Suc-AAPX-pNA:
Substratos: Suc-AAPA-pNA (Bachem L-1775)

Suc-AAPR-pNA (Bachem L-1720)

Suc-AAPD-pNA (Bachem L-1835)

Suc-AAPE-pNA (Bachem L-1710)

Suc-AAPI-pNA (Bachem L-1790)

Suc-AAPL-pNA (Bachem L-1390)

Suc-AAPK-pNA (Bachem L-1725)

Suc-AAPM-pNA (Bachem L-1395)

Suc-AAPF-pNA (Bachem L-1400)

Suc-AAPV-pNA (Bachem L-1770)
Temperatura: Temperatura ambiente (25° C)
Tampio de ensaio: 100 mM de acido succinico, 100 mM de HEPES, 100 mM
de CHES, 100 mM de CABS, 1 mM de CaCl,, 150 mM de KClI, 0,01 % de
Triton X-100, pH 9.0.

Ensaio: 20 ul (microlitro) da diluigdo de peptidase (diluido em 0,01 % de
Triton X-100) foi colocado em um reservatorio em uma placa
microtituladora. O ensaio foi comegado pela adi¢gdo 200 ul de
substrato de pNA (50 mg dissolvido em 1,0 ml de DMSO e ainda
diluido com 90x no tampdo de ensaio). O aumento inicial em
ODy4ps foi monitorado como uma medida da atividade de
peptidase. Se uma plotagem linear (ou quase linear) ndo for
atingida nos 4 minutos do periodo de medigdo, a peptidase ainda

sera diluida e o ensaio sera repetido.
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Peptidases: Alcalase (Novozymes A/S, Denmark)

Endopeptidase de lisila de Achromobacter Iyticus (SEQ ID
N°: 4)

Protease semelhante a tripsina de Fusarium oxysporum

Tripsina porcina (Novozymes A/S, Denmark)

Todas as enzimas foram purificadas pela cromatografia a
uma alta pureza. Apenas um grupo foi visto para cada peptidase em
coomassie tingidos pelos géis SDS-PAGE.

Caracteristicas da peptidase:

Alcalase: pH,, = pH 9 em Suc-AAPF-pNA.

Protease de Achromobacter lyticus: pHy, = pH 10 em Suc-
AAPK-pNA.
Protease semelhante a tripsina de Fusarium: pHyp, = pH 10
em Boc-VLGR-pNA.
Tripsina porcina: pH, = pH 10 em Boc-VLGR-pNA.
Resultados
A especificidade das peptidases em substratos Suc-AAPX-
pNA no pH 9 e célculo de uma razéo de tripsina:
O experimento da especificidade foi realizado ao pH 9. Como
¢ visto no paragrafo de Materiais e métodos, trés das peptidases testadas tem
pHope > pH 9. Entretanto, para estas trés peptidases a atividade no pH 9 € mais

do que metade da atividade no pH,. Os resultados sdo mostrados na Tabela

abaixo:

Suc-AAPX- Alcalase | Protease de Tripsina de | Tripsina
pNA Achromobacter Fusarium |porcina

Iyticus

Suc-AAPA- 0,02497 (0,00001 0,00000 0,00001
pNA

Suc-AAPR- 0,01182 |0,00001 1,00000 1,00000
pNA

Suc-AAPD- 0,00053 |0,00000 0,00000 0,00000
pNA

Suc-AAPI-pNA | 0,00026 {0,00000 0,00000 0,00000
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Suc-AAPM- 0,37582 |0,00023 0,00002 0,00031
pNA

Suc-AAPV- 0,00033 |0,00000 0,00000 0,00000
pNA ’

Suc-AAPL- 0,86502 |0,00001 0,00000 0,00002
pNA

Suc-AAPE- 0,00289 |0,00000 0,00000 0,00000
PNA

Suc-AAPK- 0,01900 |1,00000 0,53071 0,51396
pNA

Suc-AAPF- 1,00000 [0,00001 0,00003 0,00057
pNA

Max de Suc-/0,01900 |1,00000 1,00000 1,00000
AAP(R/K)-

pNA

Max de Suc-|1,00000 |0,00023 0,00003 0,00057
AAP(nonR/K)-

pNA

Razdo de [0,019 4300 33000 1750
tripsina

Tabela ¢é relacionada a atividade para o melhor substrato Suc-AAPX-pNA.

Achromobacter Iyticus, a protease de Fusarium semelhante a tripsina e

tripsina porcina sdo endopeptidases semelhantes a tripsina. Considerando a

Os dados da atividade relatada para cada endopeptidase na

E visto que de acordo com esta definicdo, a protease de

Alcalase ndo € uma endopeptidase semelhante a tripsina.
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REIVINDICACOES

1. Método para a producdo de um hidrolisado de proteina de

soro de leite, caracterizado pelo fato de que compreende:

a) fornecer uma composi¢do aquosa de proteina de soro de
leite que compreende beta-lactoglobulina e alfa-lactalbumina;

b) submeter a dita composi¢do a acdo de uma endopeptidase
microbiana que cliva especificamente no lado do terminal carbéxi de arginina
ou lisina e

c) inativar a endopeptidase.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que a endopeptidase microbiana € uma endopeptidase fiingica.

3. Método de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado pelo

fato de que a endopeptidase fiingica € derivada de uma cepa de Fusarium.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pelo

fato de que a endopeptidase fiingica € derivada de uma cepa de Fusarium
oxysporum.
5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de que a endopeptidase tem atividade

proteolitica 6tima em um pH de 8 a 10.
6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de que a endopeptidase tem atividade

proteolitica 6tima em uma temperatura de 45° C a 60° C.
7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes

precedentes, caracterizado pelo fato de que a endopeptidase tem uma

sequéncia de aminoécido que € idéntica aos aminoécidos 25 a 248 de SEQ ID
NO: 2.
8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes

precedentes, caracterizado pelo fato de que a proteina do soro de leite € a

proteina do soro de leite concentrada ou proteina do soro de leite isolada.
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9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes

precedentes, caracterizado pelo fato de que a solugdo aquosa de proteina de

soro de leite compreende pelo menos 5 % de alfa-lactalbumina de matéria
seca total.

5 10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagOes
precedentes, caracterizado pelo fato de que o hidrolisado de proteina do soro

de leite tem um grau de hidroélise de 0,1 % a 20 %.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado

pelo fato de que o hidrolisado de proteina do soro de leite tem um grau de
10  hidrélise de 0,5 % a 8 %.
12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagOes

precedentes, caracterizado pelo fato de que a etapa c) compreende

aquecimento a pelo menos 70° C.
13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagOes

15  precedentes, caracterizado pelo fato de que a endopeptidase € adicionada em

uma concentra¢do de 0,01 a 10 g de proteina de enzima por kg proteina do
soro de leite.

14. Uso de um hidrolisado de proteina de soro de leite obtido
pelo método como definido em qualquer uma das reivindicagdes precedentes,

20  caracterizado pelo fato de ser na nutri¢ao clinica.

15. Uso de um hidrolisado de proteina de soro de leite obtido
pelo método como definido em qualquer uma das reivindicagoes de 1 a 13,

caracterizado pelo fato de ser em uma bebida esportiva.
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Este anexo apresenta o cédigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

EC937C2FSB83

D 8 E

0 4

Campo 2

FSFDBE®SBDUBASETF 163

Qutras Informacdes:

- Nome do Arquivo: 8861791491.txt
- Data de Geragédo do Codigo: 21/03/2018
- Hora de Geragéao do Cddigo: 12:19:13
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: DO4DS8EEC937C2F83
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