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RELATORIO DESCRITIVO

Pedido de Patente de Invencdo para: “HIDROLISATOS DE PROTEINA
DO LEITE COM POTENCIAL IMUNOGENICO REDUZIDO” .

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo se refere as composigdes contendo
proteinas hidrolisadas do leite e/ou proteinas do soro, e
método para produzi-las. Sdo também divulgados os hidrolisatos
proteoliticos de tais proteinas possuindo potencial
imunogénico reduzido para uso em aplicag¢gdes em gue ha risco de
resposta imunoldgica indesejavel as proteinas.

ANTECEDENTES

C leite é& um produto usado amplamente ndo somente como uma

bebida nutritiva em sua forma fluida, mas também comoc uma base

para outros numerosos produtos tais como sorvete, 1ogurte,
manteiga, creme e Jueijo. Além disso, o leite e seus
componentes sao usadocs amplamente como ingredientes

nutricionais e funcionais em diversos produtos alimenticios.

O soro ¢ um subproduto da producido de queijo. O soro se
tornou um ingrediente ou aditivo alimenticio util para varias
finalidades. Um tipico processo de produgdo de gueijo pode
produzir somente cerca de 4,54 kg de queijo, mas 40,82 kg de
soro para cada 45,34 kg de leite processado. O soro & rico em
lactose, um acucar naturalmente encontrado no leite, e também
contém uma quantidade de proteinas que nao coagulam ou
precipitam durante o processo de producdo de queijo, mas sim

permanecem soluveis. Proteinas do soro sao conhecidas porx
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serem altamente nutritivas e podem, dessa forma, ser valiosas,
mas estdo presentes em uma solucdo aquosa diluida de sais,
lactose, proteinas, e alguns lipidios.

Por causa da sua natureza diluida, em alguns locails o soro
ainda ¢é frequentemente tratado como um produto de descarte ou
rejeito, apesar do custo de descartid-lo. Onde é economicamente
praticadvel, o soro ¢é frequentemente desidratado por aspersdo
(spray-dried), ou ainda processado para separar as proteinas
e/ou a lactose da agua, e um do outro.

O soro, ou diversos dos seus componentes, podem ser
adicionados a uma grande variedade de alimentos processados
para prover excelentes propriedades nutricionais e funcionais
para o processador e o consumidor.

Proteinas do soro podem compreender cerca de 20% da
proteina total do leite. A composicdo do soro produzido apds a
coalhagem (curding) na producdo de gueijo incluil proteinas,
junto com a lactose, gordura e cinzas (2-5%). Lactoalbumina e
lactoglobulina s&o duas proteinas do leite predominantes no

soro. Foi verificado que cada uma dessas proteinas, bem como

outras proteinas encontradas no leite, possui potencial
imunogénico, por exemplo, como alérgenos. Pelo fato dessas
proteinas serem potenciais imundgenos, ou mesmo alérgenos,
certos consumidores podem evitar o uso de produtos
alimenticios e/ou cosméticos contendo leite, soro, ou
componentes dos mesmos, por exemplo, as proteilnas do soro

lactoalbumina e lactoglobulina. Em algumas circunstéancias,
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profissionais sanitarios podem orientar certos consumidores a
evitar produtocs contendo proteinas do soro e leite. Dessa
forma, h& uma necessidade permanente da reducgdo do potencial
imunogénico de proteinas do leite e proteinas do soro.

RESUMO

Em muitos dos seus varios aspectos, composicdes e métodos
sdo providos para o uso de composicdes contendo proteinas do
soro e/ou proteinas do leite hidrolisadas gue s&o hidrolisadas
com uma ou mails enzimas proteoliticas de modo a reduzir o
risco de resposta imunoldgica, particularmente resposta
imunoldégica adversa, as proteinas, em uma pessoa predisposta a
tal resposta.

Em um aspecto, sao fornecidos hidrolisatos compreendendo
pelo menos uma proteina do leite hidrolisada com pelo menos
uma enzima proteolitica que cliva preferencialmente um residuo
de acido glutamico ou acido aspartico. Os hidrolisatos
apresentam imunogenicidade reduzida em um individuo
predisposto a possulr uma reacao imune a proteina. Em
determinadas modalidades, a enzima proteolitica é uma
endopeptidase. Em uma modalidade, a endopeptidase cliva a
porcédo carboxi-terminal de um residuo de acido glutamico ou um
residuo de &acido aspartico. Em uma modalidade, a endopeptidase
é de um Streptomyces, Staphylococcus ou um Bacillus.

Em uma outra modalidade deste aspecto, a proteina da qual
o hidrolisato é produzido = uma proteina do soro, ou

compreende pelo menos uma entre uma lactoalbumina ou uma
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lactoglobulina, tal como uma alfa lactoalbumina ou uma beta
lactoglobulina.

O hidrolisato ¢é preferivelmente enriquecido em peptidios
terminantes em residuos de acido glutéamico ou acido aspartico,
em comparagao com a proteina ndo-hidrolisada. Em uma
modalidade, a endopeptidase ¢é enriquecida em um ou mais dos
peptidios AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), ILLQKWE (SEQ ID NO: 2),
KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3), ou KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4).
Em outras modalidades, ¢é enriquecida em um ou mais dos
peptidios ELEE (SEQ ID NO: 5), VATEE (SEQ ID NO: ©6), PFTE (SEQ
ID NO: 7), NSAEPE (SEQ ID NO: 8), VFGKE (SEQ ID NO: 9),
ASQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), ILLQKWE (SEQ ID NO: 2),
KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3), KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4),
IQPTPE (SEQ ID NO: 10), LKPTPE (SEQ ID NO: 11), LKPTPEGD (SEQ
ID NO: 12), LKPTPEGDLE (SEQ ID NO: 13), TKIPAVFKID (SEQ ID NO:
14), ou TKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 15), e/ou uma ou mais de
DOAME (SEQ ID NO: 16), GIHAQQKE (SEQ ID NO: 17), VLNE (SEQ ID
NO: 18), VFGKE (SEQ ID NO: 19), RLHSMKE (SEQ ID NO: 20),
DIKQME (SEQ ID NO: 21y, KHPIKHQGLPQE (SEQ ID NO: 229,
RPKHPIKHQGLPQE (SEQ ID NO: 23), PMIGVNQE (SEQ ID NO: 24,
GIHAQQKEPMEGVNQE (SEQ ID NO: 25), RYLGYLE (SEQ ID NO: 26),

LAYFYPE (SEQ ID NO: 27), FEVAPFPE (SEQ ID NO: 28), KITMPLW (SEQ

ID NO: 29), LFRQFYQLD (SEQ ID NO: 30), FEFVAPFPE (SEQ ID NO:
31), NLLRFFVAPFPE (SEQ ID NO: 32), ou ENLLRFEFVAPFPE (SEQ ID
NO: 33).
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Sao também fornecidos aqgui os hidrolisatos contendo
proteina do soro enriquecidos em um ou mais dos peptidios:
ELEE (SEQ ID NO: 5), VATEE (SEQ ID NO: 6), PFTE (SEQ ID NO:
7), NSAEPE (SEQ ID NO: 8), VFGKE (SEQ ID NO: 9), ASQSAPLRVYVE
(SEQ ID NO: 1), ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ 1ID
NO: 3), KTKIPAVFKIDALNE (SEQ 1ID NO: 4), IQPTPE (SEQ ID NO:
10y, LKPTPE (SEQ ID NO: 11), LKPTPEGD (SEQ ID NO: 12),
LKPTPEGDLE (SEQ ID NO: 13), TKIPAVFKID (SEQ ID NO: 14), ou
TKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NC: 15). Os hidrolisatos de proteina do
soro possuem imunogenicidade reduzida em um individuo
predisposto a apresentar uma reagdo imune a uma ou mais
proteinas do soro.

Em uma modalidade, o hidrolisato contendo proteina do soro
¢ preferencialmente enriquecido em um ou mais dos peptidios
ASQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), ILLOKWE (SEQ ID NO: 2),
KTKIPAVEFKID (SEQ ID NO: 3), ou KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4).
O hidrolisato deste aspecto é produzido através do uso de uma
endopeptidase que preferencialmente cliva a porcdo carboxi-
terminal de um residuo de acido glutdmico ou um residuo de
dcido aspartico. A endopeptidase em uma modalidade ndo requer
um ion metdlico para sua atividade.

Sdo também fornecidos aguil 1ngredientes alimenticios
compreendendo um hidrolisato de proteina do soro enriquecido
em um ou mais dos peptidios ASQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1),
ILLOKWE (SEQ ID NO: 23, KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3) ., ou

KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4). Os ingredientes alimenticios
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fornecidos possuem imunogenicidade reduzida em um individuo
predisposto a apresentar uma reag¢do imune a uma ou mais
proteinas do soro.

Sao também fornecidos aqgui produtos alimenticios
manufaturados compreendendo um hidrolisato de proteina do soro
enriquecido em um ou mais dos peptidios ASQSAPLRVYVE (SEQ 1ID
NO: 1), ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3), ou
KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4y . Cs produtos alimenticios
manufaturados possuem imunogenicidade reduzida em um individuo
predisposto a apresentar uma reagdo 1Iimune a uma oOU mais
proteinas do soro.

Exemplos de tais produtos alimenticios manufaturados
fornecidos de acordo com o descrito aqui incluem comida
industrializada para bebés, bebidas isotdnicas, produtos
contendo queijo, suplementos de proteinas, suplementos
nutricionais ou prcdutos que substituem refeigdes.

Produtos n&ao-alimenticios gue compreendem quaisgquer dos
hidrolisatos agqui descritos também sdo fornecidos. Em diversas
modalidades, o produto nédo-alimenticio é um cosmético, uma
logdo, ou um produto de limpeza para uso em pele humana. Em
uma modalidade, o produto ndo—-alimenticio compreende um
hidrolisato de proteina do soro enrigquecido em um ou mais dos
peptidios ASQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), ILLQKWE (SEQ ID NO: 2),
KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3), ou KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4),
e possul 1imunogenicidade reduzida em um individuo predisposto

a apresentar uma reacdo imune a uma ou mais proteinas do soro.
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Sdo também fornecidas composig¢gdes compreendendo pelo menos
dois hidrolisatos conforme descrito aqui, em que cada
hidrolisato é produzido com pelo menos uma enzima diferente
possuindo uma especificidade diferente, ou cada hidrolisato é
produzido com a mesma enzima de uma proteina diferente ou
mistura protéica.

O resumo precedente, bem como a descrigdo detalhada e
exemplos seguintes tem por objetivo ilustrar diversas
modalidades.

BREVE DESCICAO DOS DESENHOS

As figuras anexas servem para 1ilustrar ou explicar
adicionalmente vVvArios aspectos das composigdes ou métodos
descritos de maneira mais completa aqui e exemplificados
abaixo.

Figura 1: andlise SDS-PAGE mostrando o curso do tempo da
proteblise de proteinas do soro durante 20 horas de tratamento
com S-Glu ou L-Glu. Linhas (da esquerda para a direita) 1, 2,
3: Tratamento com S-Glu por 2, 4 e 20 horas, respectivamente;
Linha 4: Controle de soro; Linhas 5, 6, 7: Tratamento com L-
Endo por 20, 4 e 2 horas, respectivamente; Linha 8: Controle
de soro; Linhas 9, 10: Marcadores de peso molecular (profeinas
padrdo) .

Figura 2: Analise por espectrémetro de massa
representativa de proteina do soro digerida por endopeptidase.
A amostra fol coletada a 20 horas da digestdoc da amostra com

L-Glu. C painel A mostra a deteccdo de vaArias espécies de peso
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molecular na amostra. O painel B mostra a abundancia relativa
dos produtos de degradac¢do predominantes.

Figura 3: Analise por espectrdmetro de massa
representativa de proteina do soro digerida por endopeptidase.
A amostra fol coletada a 20 horas da digestdo da amostra com
5-Glu. O painel A mostra a detecgdo de varias espécilies de peso
molecular na amostra. O painel B mostra a abundancia relativa
dos produtos de degradacdo predominantes.

Figura 4: Analise SDS-PAGE de leite desnatado-I, hidrdélise

por Endo Glu-peptidase: Linhas (da esquerda para a direita):

1, 2, 3: Digestdo com S-Endo em t = 2, 4 e 20 horas,
respectivamente; Linha 5: Controle de leite desnatado Iy
Linhas 7, 8, 9: Digestdo com L-Endo em t = 2, 4 e 20 horas;

Linha 10: marcador de peso molecular.
Figura 5: Analise SDS—-PAGE de leite desnatado-1IT,

hidrélise por Endo Glu-peptidase: Linhas (da esquerda para a

direita): 1, 2, 3: Digestdo com S-Endo em t = 2, 4 e 20 horas,
respctivamente; ILinha 5: Controle de leite desnatado II;
Linhas 7, 8, 9: Digestdo com L-Endo em t = 2, 4 e 20 horas;

Linha 10: marcador de peso molecular.

Figura ©6: Anadlise SDS-PAGE de hidrdélise de caseina por
Endo Glu: Linhas (da esguerda para a direita): 1, marcador de
peso molecular; Linhas 2, 3, 4: Digestdo com S-Endo a 2, 4 e
20 horas respectivamente; Linha 5: marcador; Linhas 6, 7, 8:
Digestd@o com L-Endo a 2, 4 e 20 horas respectivamente; Linha

10: caseina C-5890 Sigma.
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DESCRICAO DETALHADA DAS MODALIDADES ILUSTRATIVAS

Acrdnimos e Abreviacdes:

cP: centiPoise: unidades de viscosidade dinéamica;

DFP: Diisopropilfluorofosfato;

EDTA: Acido tetracético etilenodiamina.

Endo-Glu: Endopeptidase que cliva um sitio préximo a um
residuo GLU em um polipeptideo, clivando preferivelmente a
porgdo carboxi-terminal do residuo GLU; também algumas vezes
referido aqui como EndoGluC, onde a clivagem é definitivamente
para a porcdo carboxi-terminal de um residuo GLU.

GMP (s) : Boas ©praticas de fabricacéo (do inglés good
manufacturing practice(s);

HPLC: Cromatografia ligquida de alto desempenho;

hr(s): hora(s);

IU: Unidades internacionais;

LC/MS: cromatografia liquida acoplada & espectrometria de

massar

LC-MS/MS: cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massa em tandem;

L-Endo: Uma endopeptidase Glu-C de Bacillus lichenformis;
também algumas vezes referida aqui como “L-Glu” ocu “L-MPR”.

MS: Espectrometria de massa, algumas vezes usada

genericamente para compreender as analises acopladas LC/MS e

LC-MS/MS;
MW: Peso molecular;

PMSE: fenilmetilsulfonilfluoreto;
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S—-Endo: Uma endopeptidase Glu-C de Bacillus subtilis;
também algumas vezes referida aqui como “S-Glu” ou “S-MPR”.

SDS PAGE: Gel de eletroforese de poliacrilamida-dodecil
sulfato de sdédio;

Succ—-AAPEpNA: Succinil-Ala-Ala-Pro-Glu-p-nitroanilida;

t: tempo;

TFA: Acido trifluoroacético

TP: proteina total - por exemplo: proteina total soluvel
em solucdo sobrenadante;

w/w: peso por peso (ou peso para peso), geralmente
descreve uma base de determinacdoc de uma porcentagem; usada,
por exemplo, para expressar concentracdes de compostos

adicionados;

w/v: peso por volume (ou peso para volume), uma base
alternativo para determinar uma porcentagem; usada, por
exemplo, para expressar concentracgdes de compostos
adicionados.

Definig¢des

Como usado aqgqui, o termo “hidrolisato de proteina” se

refere ao produto resultante do tratamento da proteina com uma
enzima proteolitica. A extensdo da clivagem proteolitica da
proteina pode variar de minima (por exemplo, clivagem da
ligag&do de um uUnico peptideo com uma unica proteina) a extensa
(por exemplo, clivagem de todas as ligacdes peptidicas
presentes na amostra que apresentem o0os reqguerimentos de

especificidade da enzima proteolitica sendo usada) dependendo,
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por exemplo, das condig¢des do tratamento, tals como extensao
do tratamento, temperatura, concentracao da proteina, e
pureza, concentracdo, e atividade da enzima proteolitica.

Conforme usado aqui, “proteina do leite” compreende
qualguer proteina de ocorréncia natural na secrec¢do normal da
glandula mamaria de um mamiferoc fémea apds o parto, ou
produtos derivados destes, tais como fracgcdes dos mesmos, ou
componentes feitos destes e dos mesmos. O leite pode ser de
qualquer espécie de mamifero incluindo, mas ndo limitado a
vaca, cabra, ovelha, bufala, iaque, camelo, lhama, alpaca, e
humana. S3do preferidas proteinas do leite destes mamiferos
cujo leite ¢é wusado comercialmente ou amplamente em varias
culturas e paises. Deve-se notar gque “proteina do leite”
conforme wusado aqul compreende tanto o singular qguanto o
plural da palavra “proteina”, dessa forma, o termo “proteina
do leite” pode se referir a uma uUnica proteina, ou qualqguer
mistura de uma ou mals proteinas, exceto gquando indicado de
outra forma.

“Proteina do soro” compreende gualgquer proteina encontrada
em gqualguer qguantidade no “soro”, o subproduto liguido da
produgdo de qgueijo que é separado da coalhada. O soro
resultante da produgdo de muitos queijos é particularmente
pobre em proteinas micelares do leite, tais como caseina, mas
relativamente enriquecido em proteinas soluveis tais como
alfa-lactoalbumina e beta-lactoglobulina. Assim como “proteina

do leite” descrito acima, o termo “proteina do soro” usado
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aqui compreende tanto o singular gquanto o plural da palavra
“"proteina”, dessa forma, o termo “proteina do leite” pode se
referir também a uma uUnica proteina, ou gqualquer mistura de
uma ou mails proteinas, exceto quando indicado de outra forma.
Sera compreendido pelo versado na técnica gue proteinas do
soro s&o de fato, uma subclasse das proteinas do leite, e
assim o termo “proteina do leite” pode dincluir uma ou mais
proteinas do soro, exceto quando aqui indicado de outra forma.
Compostos do soro podem incluir, por exemplo, soro de leite,
creme, e gueijo. O soro derivado de qgualquer tipo de queijo
pode ser usado. A proteina do soro pode ser derivada de
quaisquer métodos tais como filtracdo, dialise, evaporag¢ao, e
osmose reversa de soro de gueijo, ou por gualguer outro
processo gue resulte nas proteinas tipicamente descritas como
“proteinas do soro”.

Como usado aqui, um individuo sensivel ¢é um individuo
predisposto a apresentar uma resposta ou reacdo 1imune a
proteina em uma forma ndo hidrolisada. Tal resposta ou reagdo
imune, como um resultado direto ou indireto do consumo de, ou
exposicao a, por exemplo, uma ou mals proteinas do leite e/ou
proteinas do soro, ¢ uma medida da imunogenicidade daquelas
proteinas. Tais proteinas demonstrard&o pegquena a nenhuma
imunogenicidade em um individuo gue n&o €& predisposto a
apresentar tal resposta imune a proteina, tal individuo &
algumas vezes referido aqgqui como “insensivel” ou “nao

sensivel” a wuma ou mais proteinas do leite e do soro.
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Preferivelmente, tal individuo n&o apresentard uma reacgdo
imune (resposta imunoldgica) significante nem a exposicdo, nem
ao consumo da proteina.

Como usado aqui, “imunogenicidade reduzida” se refere a
gqualguer reducéao, diminuicao, ou melhora de uma resposta
imunoldgica mensuravel. A medida de tal resposta pode ser
avaliada in vitro ou in vivo. Por exemplo, a resposta pode ser
medida diretamente ou indiretamente em uma amostra bioldgica
compreendendo tecido, células, ou fluido, ou semelhantes, ou
qualguer combinagdo dos mesmos de um individuo, ou pode ser
avaliada no 1individuo, tanto direta gquanto indiretamente.
Enquanto gque em varias modalidades fornecidas aqui, qualguer
diminuicdo (ou reducd&o) matemdtica em tal resposta, se medida
in vitro ou in vivo, ira bastar, é preferivel que a diminuigdo
seja uma mais substancial. De maneira o6ébvia, o versado na
técnica reconhecerad que dados bioldgicos tais como uma medida
de uma resposta imunolégica, sdo sujeitos a variacgodes
potencialmente grandes em um individuo, e de individuo para
individuo. Por exemplo, onde a resposta for em um individuo
“sensivel”, a resposta imune é preferivelmente reduzida
substancialmente (por exemplo, em pelo menos cerca de 50 %, 60
% ou 70%, ou até cerca de 80 % ou mais). Mais preferivelmente,
somente diferencas peguenas ou minimas s&do vistas em tal
individuo sensivel com o©os hidrolisatos de proteina descritos

aqui, guando comparado com uma medida da resposta imunoldgica

de um individuo gue ndo é sensivel a uma ou mais protelinas nao
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tratadas do leite ou do soro. Isso é particularmente
preferivel onde a resposta imunoldégica é considerada adversa,
por exemplo, uma resposta alérgica. Em tais casos, a
diminuigdo na resposta imunoldgica do individuo sensivel (ou
medida da mesma) pode ser de pelo menos cerca de 85 % a cerca
de 90 %, mais preferivelmente de cerca de 90 % a cerca de 95
$, ou até mais. Em alguns casos, uma resposta do individuo
sensivel ao hidrolisatos de proteina descritos aqui nédo é
significativamente diferente, estatisticamente, da resposta de
um individuo que ndo ¢é sensivel. Ainda em outros casos, a
redugdo na resposta imunoldégica pode ser muitas vezes superior
que aquela vista com a proteina ndo-hidrolisada em um
individuo “sensivel”. Por exemplo, pode haver uma reducgdo de
da resposta de cerca de 10 vezes a cerca de 100 vezes ou até
1.000 wvezes. Mais preferivelmente ha& reducdes de cerca de
1.000 vezes a 10.000 vezes ou até 100.000 wvezes ou reducdes
maiores em uma medida de uma resposta 1munoldégica de um
individuo que consome ou € exposto a compostos de hidrolisato
de proteina como descrito aqui, guando comparadas aquela
resposta do individuo as proteinas ndo modificadas.

Hidrolisatos de proteina

Em um primeiro de seus diversos aspectos, hidrolisatos de
proteina sao fornecidos compreendendo pelo menos uma proteina
do leite hidrolisada com pelo menos uma enzima proteolitica

que c¢liva preferencialmente em um residuo de &cido glutémico

ou acido aspéartico. Em uma modalidade, o© hidrolisato reduziu a
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imunogenicidade em um individuo predisposto a apresentar uma
reacdo imune a proteina em uma forma ndo hidrolisada.

Em certas modalidades, o© hidrolisato contendo pelo menos
uma proteina do leite é hidrolisado com uma endopeptidase. A
especificidade da endopeptidase é preferivelmente limitada.
Como um versado na técnica compreendera, para uso em produtos
alimenticios, a protedlise extensiva, ndo-especifica de
proteinas pode conduzir a propriedades indesejaveis, tais como
sabores estranhos e/ou perda de funcionalidade. A
endopeptidase para uso aqui c¢liva preferencialmente dessa
forma em somente uma extensdo limitada, por exemplo, por
apresentar especificidade para um ou mais aminoacidos
particulares, ou tipos particulares de aminocacidos em gqualquer
ou ambos as porc¢gdes carboxi-terminal e amino-terminal do sitio
de clivagem.

Em determinadas modalidades presentemente preferidas, a
endopeptidase apresenta uma especificidade ©para a porgao
carboxi—-terminal de residuos de aminoacidos hidrofilicos,
particularmente residuos de acido glutamico ou acido
aspartico. Em uma modalidade, a endopeptidase cliva
especificamente na porcao carboxi-terminal de residuos de
dcido glutamico e/ou residuos de acido aspartico. Em uma outra
modalidade, a endopeptidase exclusivamente ou quase
exclusivamente na porcdo carboxi-terminal dos residuos de

acido glutamico.
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Em certas modalidades, a endopeptidase é da familia serina

protease. E dinibida, pelo menos parcialmente, se nao
completamente, por fenilmetilsulfonilflucreto ou
diisopropilfluorofosfato. Em certas modalidades, a

endopeptidase é de um Streptomyces, Staphylococcus, ou um
Bacillus spp. Alternativamente, a endopeptidase pode ser de
qualquer fonte que seja adequada para uso em produgdo de
alimentos e racgdes. Em uma modalidade, a endopeptidase e de
Bacillus subtillis ou de Bacillus 1lichenformis. Em certas
modalidades, a endopeptidase é uma proteina de 23,6 kDa de B.
lichenformis, a sequéncia de aminocacidos da qual é fornecida
na base de dados do Laboratdédrio Europeu de Biologia Molecular
(EMBL) sob o numero de acesso EMBL P80057. Alternativamente, a
endopeptidase é uma proteina de 23,9 kDa de B. subtilis, a
seguéncia de aminocdcidos da qual é fornecida na base de dados
do EMBL sob o numero de acesso EMBL P39790. Ainda em uma outra
modalidade, a enzima € gqualguer endopeptidase gue satisfaca o
critério mencionado acima, com a condig¢do gue nrdo seja uma
endopeptidase revelada na Patente americana N° US5,866,357.

A fonte de leite para a proteina nadoc é limitada a qualquer
espécie de mamifero, e assim €é contemplado que leite de
espécies incluindo, mas ndo limitado a wvaca, cabra, ovelha,
bufalo, cavalo, camelo, iaque, lhama, alpaca, e humanos pode
ser usado agui. Em uma modalidade, as proteinas do leite se
originam de uma espécie que é diferente da do individuo que &

exposto a ou gque consome a proteina do leite. Em outra
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modalidade, um individuo ¢ sensivel a proteinas de leite de
sua propria espécie. Assim, as proteinas do leite podem ser da
mesma espéecie gue o individuo. Em tais modalidades, as
proteinas modificadas reduzem a imunogenicidade da proteina do
leite naquele individuo. Em uma modalidade, o individuo
(algumas vezes referido aqui como uma “pessoa”) é humano, e ©
leite ¢é de uma espécie animal nao-humana cujo leite é
frequentemente consumido por humanos, por exemplo, vaca,
cabra, ovelha, ou bufalo.

Em certas modalidades, pelo menos uma proteina do leite &
uma proteina soluvel, nao micelar. Dessa forma, a protelna do
leite preferivelmente ndo é uma caseina em tais modalidades.
Em uma modalidade, a proteina do leite é uma proteina soluvel,
por exemplo, uma ou mais das proteinas tipicamente encontradas
no soro resultantes da producdo de gualquer queijo produzido
da coalhada.

Em uma modalidade particular, a proteina inclul pelo menos
uma lactoalbumina ou wuma lactoglobulina. Como versado na
técnica apreciara, ha uma variedade de tais proteinas que vém
sendo identificadas no leite de varios mamiferos. Entre as
proteinas do soro predominantes est&o a alfa-lactoalbumina e a
beta-lactoglcobulina, ambas as gquais s8o adeguadas para uso
neste. Deve-se compreender que uma proteina do soro nao sera
tipicamente isolada de outras proteinas do soro previamente ao

uso neste. O uso de tais proteinas do leite isoladas ou mesmo
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purificadas é, contudo também contemplado na presente
invencao.

Por causa da imunogenicidade potencial de tails proteinas

do leite, conforme discutido acima, é desejavel gue a
endopeptidase clive peptideos gue podem servir como
determinantes imunoldgicos (por exemplo, determinantes
antigénicos) gue podem estimular, provocar, induzir, ou

exacerbar uma resposta 1imune em um individuo. Tais respostas
imunes incluem, mas ndo estdo limitadas aquelas primariamente
sob controle dos linfécitos T e aquelas mais freguentemente
associadas aos linfécitos B do sistema imune. Elas também
incluem tais respostas, em que os antibidticos produzidos sédo
de qualquer tipo. O wversado na técnica apreciara gque entre
diversas respostas mensuraveis, anticorpos Ig-E sdo
frequentemente produzidos em resposta a tais proteinas em um
individuo responsivo.

Para os objetivos da presente invencd@o uma “redugdo” da
imunogenicidade significa pelo menos uma diminuicdo matematica
na medida da resposta imune, tanto in vivo ou in vitro. Uma
diminuicdo estatisticamente significante ¢é preferida, onde
talis analises s&o possiveis e apropriadas. O versado na
técnica em andlise estatistica apreciard gue a determinacdo de
uma diferenca estatistica pode ser realizada usando, por
exemplo, o teste t de Student, ou qualquer outra analise
apropriada a natureza e projecdo da metodologia aplicada aos

dados.
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Dessa forma, para ajudar a minimizar a imunogenicidade
potencial das proteinas do leite, tais como as proteinas do
soro, alfa-lactoalbumina e beta-lactoglobulina, a
endopeptidase cliva preferivelmente um ou mais determinantes
imunoldégicos presentes na proteina, por exemplo, a regiéo
entre os aminoacidos 55-98 da beta-lactoglobulina. Tal
clivagem resulta no hidrolisato se tornando enriquecido em
relagdo a proteina ndo hidrolisada em um ou mais de
determinados peptideos. Em uma modalidade, o hidrolisato &
enriquecido em ou mais dos peptideos: AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO:
1), ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3), e
KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4).

Em certas modalidades, o hidrolisato é geralmente
enriquecido em peptideos gue terminam em um residuo de acido
glutédmico ou &acido aspartico, quando comparado & proteina ndo-
hidrolisada. Quando a proteina do leite inclui uma proteina do
soro, em uma modalidade o hidrolisato é enriquecido em um ou
mais dos peptideocs: ELEE (SEQ ID NO: 5), VATEE (SEQ ID NO: 6),
PFTE (SEQ ID NO: 7), NSAEPE (SEQ ID NO: 8), VFGKE (SEQ ID NO:
9), ASQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), ITLOKWE (SEQ ID NO: 2),
KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3), KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4),
IQPTPE (SEQ ID NO: 10), LKPTPE (SEQ ID NO: 11), LKPTPEGD (SEQ
ID NO: 12), LKPTPEGDLE (SEQ ID NO: 13), TKIPAVFKID (SEQ ID NO:
14), e TKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 15).

Alternativamente, em uma modalidade em que a proteina do

leite inclua uma caseina, o hidrolisato pode ser enriquecido



10

15

20/45

em um ou mals dos peptideos: DQAME (SEQ ID NO: 16), GIHAQQKE
(SEQ ID NO: 17), VLNE (SEQ ID NO: 18), VFGKE (SEQ ID NO: 19),
RLHSMKE (SEQ ID NO: 20), DIKOME (SEQ ID NO: 21), KHPIKHQGLPQE
(SEQ ID NO: 22), RPKHPIKHQGLPQE (SEQ ID NO: 23), PMIGVNQE (SEQ
ID NO: 24), GIHAQQKEPMEGVNQE (SEQ ID NO: 25), RYLGYLE (SEQ ID
NO: 26), LAYFYPE (SEQ ID NO: 27), FVAPFPE (SEQ ID NO: 28),
KTTMPLW (SEQ ID NO: 29), LFRQFYQLD (SEQ ID NO: 30), FFVAPFPE
(SEQ ID NO: 31), NLLRFFVAPFPE (SEQ ID NO: 32), e ENLLREFVAPFPE
(SEQ ID NO: 33).

O versado na técnica observard gue na presente invencgdo
ndo ha nada que impec¢a o uso tanto da caseina e protelinas do
soro como uma fonte para o hidrolisato, nos casos qgque O
hidrolisato pode ser enriquecido por quaisquer ou todos os
peptideos precedentes (SEQ ID NO: 1-32), ou quaisquer
combinacdes dos mesmos.

Hidrolisatos contendo proteinas do soro

Sdo também providos agqui hidrolisatos contendo proteinas
do soro. Os hidrolisatos de proteinas do soro sdao enriquecidos
em um ou mails dos peptidecos: ELEE (SEQ ID NO: 5), VATEE (SEQ
ID NO: 6), PEFTE (SEQ ID NO: 7), NSAEPE (SEQ ID NO: 8), VFGKE
(SEQ ID NO: 9), ASQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), ILLOKWE (SEQ ID
NO: 2), KTKTPAVFKID (SEQ ID NO: 3), KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID
NO: 4), IQPTPE (SEQ ID NO: 10), LKPTPE (SEQ ID NO: 11),
LKPTPEGD (SEQ ID NO: 12), LKPTPEGDLE (SEQ ID NO: 13),
TKIPAVFKID (SEQ ID NO: 14), e TKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 15),

e possuem imunogenicidade reduzida em um individuo predisposto
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a apresentar uma reacdo imune a uma ou mais das proteinas do
soro. Conforme discutido acima, a reacdo imune pode
compreender gquaisquer reacgdes de um individuo a wuma proteina
estranha. A medida de tal reacdo pode compreender quaisquer
das técnicas, in vitro, in vivo, clinicas ou outras,
conhecidas dc¢ versado na técnica. Como mencionado acima, uma
“redugdo” significa pelo menos uma diminuicido matema&tica. Uma
diminuig¢do estatisticamente significante ¢é preferida, onde tal
analise & possivel e apropriada. Em  uma modalidade, )
individuo é um humano com alergias as proteinas do soro de
leite de wvaca. O hidrolisato fornece pelo menos uma diminuigéo
de 50 % na medida da imunogenicidade quando comparada a
proteina do soro ndo-hidrolisada. Em outras modalidades, ha
cerca de 70 %, 80 %, ou 90 % ou mais de reducdo na medida da
imunogenicidade. Ainda em outras modalidades, ha reducd&o da
imunogenicidade de cerca de 10 vezes a 100 vezes, uma reducado
de 100 wvezes a 1.000 wvezes, uma reducdo de 1.000 a 10.000
vezes, ou malils ainda. Em uma modalidade, a composicao de
proteina hidrolisada resulta em 1imunogenicidade reduzida no
individuo sensivel de modo gue guase n&o haja diferencas
detectaveis entre a resposta imunoldgica a protelna
hidrolisada em um individuo sensivel e a resposta em um gue
nao seja sensivel. Preferivelmente, nao ha diferencas
estatisticas nas respostas imunoldgicas em um individuo
sensivel e um ndo-sensivel durante a exposig¢do a, ou consumo

de hidrolisato contendo proteina do soro.
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Em certas modalidades, o hidrolisato contendo proteina do
soro é enrigquecido, em relacdo a uma amostra de proteina do
SOro comparavel, porém nao-tratada, em um ou mais dos
peptideos: AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), ILLQKWE (SEQ ID NO: 2),
KTKIPAVEFKID (SEQ ID NO: 3), e KTKIPAVEFKIDALNE (SEQ ID NO: 4).

O hidrolisato contendo proteina do soro pode ser produzido
através do uso de uma ou mals endopeptidases gque clivam
preferencialmente na porcdo carboxi-terminal dos residuos de
dcido glutéamico e/ou éacido aspartico. Em uma modalidade
particular, o hidrolisato contendo proteina do SOro é
produzido através do uso de uma endopeptidase gque nao use ou
exija um lon metalico para sua atividade, e dessa forma ndo é
uma metaloproteinase estrita. O versado na técnica apreciara
que © uso de quelantes de metais, tal como EDTA, podem
auxiliar na determinacdo da auséncia da necessidade de um
metal para qualquer enzima, por exemplo, uma protease ou uma
peptidase.

Uso de hidrolisatos de proteina:

Em outro aspecto, sdo providos aditivos alimenticios,
suplementos, e ingredientes compreendendo um hidrolisato
contendo proteina do soro ou um hidrolisato de proteina do
leite, conforme descrito acima.

Hidrolisatos, preferivelmente hidrolisatos do soro,
enriquecidos em um ou mais dos peptideos: AQSAPLRVYVE (SEQ ID

NO: 1), ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3), e
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KTKIPAVFKIDALNE (SEQ 1ID NO: 4) em relagdo a proteina néao-
hidrolisada s&o preferidos para tais usos.

Os aditivos possuem imunogenicidade reduzida em um
individuo predisposto a apresentar uma reag¢do imune a uma ou
mais proteinas do leite ou do soro.

Sao tampbém providos agui, produtos alimenticios
manufaturados compreendendo hidrolisato de proteina do leite
ou do soro conforme descrito neste. Preferivelmente os
hidrolisatos s&o enriquecidos em um ou mais dos peptideos:
AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), ILLOKWE {SEQ D NO: 2),
KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3), e KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4),
e possuem imunogenicidade reduzida em um individuo predisposto
a apresentar uma reacgido imune a uma ou mais proteinas do leite
ou do soro.

Em certas modalidades, o produto alimenticio manufaturado
¢ uma comida industrializada para bebés, bebida isctdnica,
produto contendo gqueijo, suplemento de proteina, suplemento
nutricional ou produto que substitui refeig¢des. Em modalidades
preferidas, o hidrolisato é um hidrolisato de proteina do soro
e © individuo apresenta uma reagdo alérgica a lactoglobulina
e/ou lactoalbumina ndo-hidrolisada.

Serd evidente para o versado na técnica que os compostos
providos na presente invencgdo podem também ser usados em
conexdo com produgdo de guelijo. O uso dos compostos é
particularmente adequado para a produgac de varios queijos

sb6blidos e em pasta. Os compostos fornecidos aqui podem ser
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usados para reduzir a imunogenicidade de tais produtos. O
queijo pode ser feito inteiramente com leite que é
hidrolisado, c¢omo provido agui, ou previamente a coalhagem,

composigdes de um hidrolisato de proteina do leite ou soro
podem ser adicionadas ao leite sendo usado para a producdo de
queijo. Tais usos 1ir&o fornecer produtos de gueijo com
qualidades superiores em termos de contelGdo nutricional e
propriedades funcionais.

De maneira similar, as composig¢des de hidrolisatos de
leite e soro fornecidas na presente invencdo sdo uteis para a
fabricagdo de outros produtos laticinios incluindo, mas ndao
limitados a produc&o de iogurte, queijo cottage, ou creme de
leite. @) versado na técnica também apreciara que os
hidrolisatos sdo adaptaveis para desidratagcdo por aspersao,
concentrag¢doc, ou outras etapas adicionais de processamento.
Hidrolisatos desidratados por aspersdo sdo particularmente
adequados para uso em aplicacgdes em gque o sb6lido de soro pode
frequentemente ser usado. Também podem ser usados como uma
substituigdo de sélidos léacteos onde € desejavel a obtencgdo de
imunogenicidade reduzida.

Em certas modalidades, as composig¢des de hidrolisatos de
leite e soro fornecidas agqui s&o usadas em outros produtos
alimenticios que frequentemente contém um ou mais produtos ou
subprodutos lacteos que nao sao declarados no rdtulo, ou gue
podem ndo ter um rdétulo, tais como, fornecidos ao consumidor.

Em alguns casos, mesmo gue os ingredientes sejam listados em
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um rétulo, os consumidores que nao sao perfeitamente
instruidos em nutricdo ndo compreendem gque certos ingredientes
listados s&o de fato ingredientes que contém proteinas do
leite ou soro. Tais produtos oferecem um risco real a
individuos sensiveils, por exemplo, aqueles que podem sofrer
reagcdes alérgicas graves, e podem de fato ameacar a vida
destes individuos. As composigdes providas pela presente
invengdo s&o prontamente adaptadas para tais usos e podem ser
usadas, por exemplo, em bebidas, tais como café, cha ou
modificagcdes e derivados dos mesmos, bebidas isotdnicas, e
similares, Dbem como pudins, recheios e aperitivos. Muitos
outros produtos possuem gquantidades peqguenas de 1ingredientes
de leite e soro adicionados ©para prover funcionalidades
benéficas conhecidas para processamento ou aceitagdo do
consumidor. Os hidrolisatos descritos agui podem ser
prontamente substituidos pelos ingredientes dos quais eles s&o
derivados. Eles preferivelmente retém as propriedades
funcionais, tais como textura, aroma, gosto, dispersabilidade,
solubilidade e similares, dos 1ingredientes dos quais eles
foram derivados. Eles também fornecem sabor melhorado (por
exemplo, amargor reduzido) e propriedades preferidas de
formagdo de espuma em relacgdo as alternativas tais como
proteinas do soro que sdo hidrolisadas de forma mais completa
com menos enzimas especificas. Em algumas modalidades, as

proteinas hidrolisadas apresentam gelificacéao, retencao de
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agua e capacidade de ligacdoc com a agua melhoradas comparadas
as proteinas ndo-hidrolisadas.

Em outra modalidade as proteinas hidrolisadas do leite e
do soro descritas aqui sdo usadas na fabricacgdo de um produto
de aplicagdo tépica, tal como uma logao, creme, pomada,
linimento, solucgao para limpar a pele ou semelhantes.
Consequentemente, talis produtos compreendem as composicdes de
proteinas hidrolisadas descritas nesta sdo aqui contempladas.
Tais produtos sdo uteis, por exemplo, para finalidades
terapéuticas, por exemplo, para prover alivio para pele seca,
coceira, desconforto e semelhantes. Estes produtos compreendem
preferivelmente, em adicao ao componente de proteina
hidrolisada um lipidio, cera, 6leo, emulsdo de agua em Ooleo,
emulsdo de o&leo em A&gua, ou semelhantes como uma base.
Tipicamente, eles podem ainda compreender um oOuUu mais compostos
de fragrancia, bem como outros ingredientes surfactantes ou
emulsificantes. S&o também providos aqui produtos cosméticos e
outros acessdrios para aparéncia ou acessdrios de Dbeleza
compreendendo os hidrolisatos de proteinas do leite e do soro
descritos. Em uma modalidade, o produto cosmético & aplicado a
face, Dbochechas, 1labios, ou olhos de uma pessoca. Em outra
modalidade o produto é usado em qualgquer lugar do corpo para
ajudar a melhorar a aparéncia cosmética da pele ou, por
exemplo, para diminuir a aparéncia de sinais de rugas, sardas,
cicatrizes, manchas e semelhantes.

Métodos de produgio:



10

15

20

27/45

Os compostos de leite e soro hidrolisados descritos acima
podem ser produzidos pela adigdo de uma ou mais enzimas
proteoliticas a um liquido ou semi-sdlido contendo proteina do
leite ou proteina do soro.

O tratamento enzimético pode ser conduzido pela introdugédo
ou dispersdo da protease, ou uma combinacdo de proteases
apropriadas, tais como uma ou mais endoproteases ou
endopeptidases em uma composicdo de leite ou soro, ou em uma
composicdo contendo proteinas do leite e/ou soro como descrito
aqui para colocar a enzima em contato com o substrato da
proteina. A introducdoc da enzima na composicdoc da proteina é

acompanhada permitindo gue ocorra a reagdo enzimatica pela

retencéo da mistura sob condicdes entdo adequadas, por
exemplo, para um  tempo de retengdao apropriado, a uma
temperatura apropriada e ©pH, e na presenca de qualsquer

cofatores requeridos. O tratamento das composicgcdes de proteina
do leite ou soro com af(s) enzima(s) descrita(s) acima, pode
ser realizado sob condigdes escolhidas para se adequarem as
enzimas selecionadas de acordo com os principios bem
conhecidos na técnica. O versado na técnica compreendera dgue
guando o produto final desejado for para consumo humano, as
condig¢des podem requerer que aquelas praticas de boa
fabricacdo e higiene apropriadas (GMPs) sejam seguidas durante
a retencdo e tratamento do material contendo proteinas a ser
usado. De maneira similar, os produtos cujo objetivo é para

uso gue nado seja consumo, tals como logdes ou produtos
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cosméticos topicamente aplicados podem possuir exigéncias
regulatdérias associadas a sua fabricacéao.

Apesar do que foli dito acima, o tratamento enzimatico pode
ser conduzido em qualquer pH adequado, tal como pH de cerca de
2 a 10, pH de 4 a 9 ou pH de 5 a 7. Pode ser preferido usar um
pH de cerca de 7 a 8 para algumas das enzimas discutidas aqui.
O wversado na técnica compreenderd qgue cada enzima tera um
desempenho particular em relacdo a uma faixa de pH, e que pode
nem sempre ser necessario ou mesmo desejavel usar uma enzima
em um pH onde sua atividade seja a mais alta. De maneira

similar, o versado na técnica pode prontamente selecionar uma

temperatura adequada, ou temperatura para a etapa de
tratamento enzimdtico. Os fatores que afetam a selecdao da
temperatura incluem, mas nao estéao limitados a

termoestabilidade da enzima ou enzimas a serem usadas,
termoestabilidade das proteinas a serem hidrolisadas e as
composicdes compreendendo as referidas proteinas, bem como
mudan¢as na atividade relativa da enzima com a temperatura.
Opcionalmente, apds um tempo adequado para o tratamento
enzimé&tico, por exemplo, apds certa gquantidade de protedlises
ter ocorrido, por exemplo, uma guantidade desejada
predeterminada de protedlises baseadas em consideragdes tais
como propriedades funcionais e imunogénicas, a enzima pode ser
ter sua atividade reduzida ou removida. A enzima pode ser
parcialmente ou completamente 1inativada através de processos

conhecidos na técnica para remogdo e inativacdo de enzimas
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usadas em processamento de alimentos ou ragdes. Em uma
modalidade, a enzima & termicamente inativada quando a
protedlise é suficientemente extensiva para prover as

propriedades imunogénicas reduzidas descritas aqui. Em outra
modalidade, a extensd8o da protedlise ¢é monitorada com uma

mensuracado rapida da mesma, por exemplo, % total de proteina

soltvel, viscosidade. A enzima ¢é 1inativada guando a medida
rapida atinge a leitura desejada pré~determinada.
Preferivelmente, a atividade da enzima é termicamente
inativada, mais preferivelmente a inativacéao térmica é

combinada com uma etapa de processamento tal como um pProcesso
requerido de aguecimento, pasteurizacgdo ou homogeneizacgdo.

Dosagens adequadas de enzimas 1irdo geralmente estar na
faixa de cerca de 0,01-1 % (p/p). Em varias modalidades, as
proteinas do leite e do soro estardo presentes a, por exemplo,
cerca de 1-60 %, 5-50 %, 20-40 %, 10-45 %, ou cerca de 10-15 3%
de teor de proteina do soro do leite. Dessa forma, a dosagem
da enzima deve 1incluir quantidades tais como, por exemplo,
0,1-10 %, particularmente 0,2 % (p/p), correspondendo a 2.000
UI por 100 g de proteina do leite ou soro.

Uma Ul (unidade internacional) e definida como a
quantidade de enzima gue produz um micromol de produto de
hidrdélise de proteina por minuto sob condicdes padrao.
“Condig¢des padrao” para a finalidade de determinagdo da UI sao
o uso de 10-15 % de s6lidos de proteina do soro em &agua, ou

leite desnatado, pH 7, temperatura de 40 °C. Em uma
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modalidade, a dosagem da enzima ¢é baseada no teor p/p da
proteina da composicdo sendo tratada, como ilustrado nos
exemplos.

Alternativamente, a dosagem da enzima pode ser determinada
de outras maneiras, tais como pelo uso de outros ensaios
descritos aqui. Todos os tais ensaios podem prover indicadores
da extensao (ou grau) da hidrdélise da proteina e incluem
determinagcdes de % de hidrdlise, medidas de viscosidade,
eletroforese em gel e espectrometria de massa. Em outras
palavras, uma guantidade de enzima requerida para produzir o
resultado desejado ou pré-determinado em uma dada quantidade
de tempo de incubac¢idc também pode ser calculada empiricamente,
ou baseada em outros dados. Em uma modalidade, uma quantidade
de enzima pode ser selecionada para prover uma gueda
especifica na viscosidade; em outra uma quantidade de enzima
para produzir certos fragmentos de digestdo como determinado
por eletroforese em gel ou andlise de espectrometria de massa
(MS) .

Em uma modalidade, a dosagem da enzima pode ser
retrocalculada pelo grau de hidrélise de uma amostra de
proteina. O Y“grau de hidrdlise” ¢é uma medida do numero de
ligagdes peptidicas clivadas por uma enzima proteolitica.
Nesse caso, © grau maximo de hidrdlise resultaria da clivagem
de substancialmente todos oS residuos de glutamato e
possivelmente aspartato nas moléculas de proteinas do soro. O

grau de hidrdlise pode ser determinado por métodos bem
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conhecidos na arte, por exemplo, usando um ensalo de TNBS
(Acido trinitrobenzeno sulfdénico) como descrito em Adler-—
Nissen, J. Agric. Food Chem. 27: 1256 (1979).

Outros métodos de determinagcdo da dose da enzima ou
ensaios de atividade de enzima, tais como através de
substratos detectaveis, tais como substratos colorimétricos ou
artificiais. Tem sido usado Suc-AAPEpNA (succinil-Ala-Ala-Pro-
Glu-p-nitrcanilida). A conversdo para concentragdo de protease
EndoGluC ativa pode ser feita pela obtencdo de uma medida
precisa da razdo de atividade especifica e conversdao das
Unidades de atividade por volume de unidade para a quantidade
de enzima usando uma curva padrdo ou fator de conversdo pré-
determinado. Por exemplo, para certos experimentos usados
agqui, o fator de conversdo para L-MPR foi de 0,348 U/mg de
enzima, e para S-MPR foi 0,549 U/mg. O versado na técnica
compreendera como determinar a dosagem ou atividade requerida
de acordo com o descrito acima.

O tratamento enzimdtico pode ser conduzido em operacdes em
batelada, por exemplo, em um tangque com agitacdo. O tratamento
pode também ser continuo, tal como em uma série de reatores
tipo tanque agitados. O tratamento pode compreender também o
uso de enzimas imobilizadas e vaArias enzimas modificadas desde
gque uma especificidade apropriada da hidrdélise seja retida
pela atividade da enzima imobilizada ou modificada.

Exemplos

Exemplo 1
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Digestdo de proteinas do leite com endopeptidase de

especificidade limitada:

Enzimas: Bacillus licheniformis “Endo-Glu” paptidase (“L-
Glu”): A enzima (“"L-MPR” ou “Endo-GluC”) de B. licheniformis
fol expressa em B. subtilis e purificada de fermentagdes de 2-
14 1., agrupadas e concentradas. A concentragdo de enzima
purificada (>90 % de pureza) foi de 25,1 mg/mlL. Esta proteina
de 23,6 kDA possul similaridade de sequéncia com a protease V8
de Strptomyces griséus e outras proteases Glu/Asp especificas
(por exemplo, com especificidade para Glu-Xaa, ASP-Xaa no
sitio de clivagem). E uma endopeptidase de serina que é
parcialmente inibida por EDTA, contudo nao é uma
metaloprotease. Ela exibe um pH é6timo de cerca de 7,5-8. Maior
forca idénica reduz a atividade. A sequéncia é conhecida e pode
ser encontrada em bases de dados publicas. Por exemplo, é
provida na UniProtKB/Swiss—-Prot Primary Accession Number P
80057, disponivel da base da dados do Laboratdério Europeu de
Biologia Molecular disponivel na rede. Veja “Purification,
characterization, cloning, and expression of a glutamic acid-
specific protease from Bacillus licheniformis ATCC 145807 J.
Biol. Chem. 267: 23782-23788 (1992).

Peptidase “Endo-Glu” (“S-Glu”) de Bacillus subtilis: A
enzima (“S—-MPR” ou Endo-GluC” de B. subtilis foli expressa em
B. subtilis e purificada de fermentac¢des de 2-14 L, agrupadas
e concentradas. A concentracdo de enzima purificada (>85 % de

pureza) foi de 3,5 mg/mL. Uma serina protease de 23,9 kDA, uma
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proteina possul similaridade de sequéncia com aquela de Endo-
Glu peptidase “L-Glu” de B. licheniformis. A S-Glu protease &
relativamente estavel em uma larga faixa de pH. Nao é téao
especifica quanto a enzima L-Glu de B. licheniformis. A
sequéncia é conhecida e pode ser encontrada em bases de dados
publicas. Por exemplo, é provida na UniProtKB/Swiss-Prot
Primary Accession Number P39790, disponivel da base da dados
do Laboratdério Europeu de Biologia Molecular disponivel na
rede. Veja “Gene encoding a glu-specific extracellular
endopeptidase 1in Bacillus subtilis.” J. Bacteriol. 172: 1024-
1029 (1990) ., e “Purification and characterization of a
glutamic acid-specific endopeptidase from Bacillus subtilis
ATCC 6051: application to the recovery of biocactive peptides

7”7

form fusion proteins by sequence-specific digestion. Appl.
Microbiol. Biotech. 48: 27-33 (1997).

Métodos

Para avaliar o curso do tempo da digestdo proteolitica, 12
%3 de proteina de soro (13,3 gramas de soro em pd (Lacprodan
DI-9224 (Arla Foods)) em 100 ml de agua) foi dissolvida em
agua de grau reagente. Cada qgquinze (15) gramas desta solugdo
foi colocado em cada um dos quatro tubos de 50 mL e incubados
em uma incubadora shaker até alcancar 40 °C (por exemplo, por
15 minutos). A enzima purificada como descrita acima foi
adicionada em cada um dos trés tubos de 50 mL. Foram usados

500 pL de S-MPR a uma concentracdo de 1,5 mg/mL, ou de L-MPR

endoprotease a uma concentracdo de 4,2 mg/mL. A atividade foi
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medida usando Succ~-AAPEpNA como substrato. As enzimas
apresentaram homogeneidade maior que 98 % por SDS-PAGE. O
quarto tudo foi um tudo controle gue ndo recebeu adigido de
enzima. Os tubos foram incubados a 40 °C, 175 rpm em um
agitador orbital para o tempo indicado. Os tubos foram
removidos no final do seu periodo de incubacgido (2, 4, e 20
horas, respectivamente) e centrifugados a 3600 rpm (cerca de
2800 G) por dez minutos para separar o precipitado do ligquido
sobrenadante.

O ligquido sobrenadante foi testado para medidas de
proteina total (TP) solavel remanescente no sobrenadante
(g/L), % de sdé6lido seco e viscosidade. Os sobrenadantes foram
também analisados eletroforeticamente usando SDS-PAGE, para
monitorar a hidrélise. Foram realizadas analises de
espectrometria de massa (MS) para confirmar a presenca de
produtos individuais de clivagem proteolitica.

Andlise de espectrometria de massa:

Preparagdo da amostra: Amostras de proteina hidrolisada
foram preparadas conforme descrito. Amostras de
aproximadamente cerca de 20 uL de cada proteina digerida foram
analisadas por cromatografia liguida de alto desempenho
acoplada ao sistema de espectrometria de massa LCQ Ion Trap
(LC/MS) .

Andlise LC-MS/MS: Todos os dados de MS e MS/MS foram
obtidos usando o© sistema Surveyor HPLC acoplado ao LCQ

Advantage Ion Trap MS (ThermoFinnigan, San Jose, CA). Uma
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coluna de fase reversa Cl8 Vydac (2,1 x 150 mm) foi usada para

todas as amostras proteoliticas digeridas usando o gradiente

\O

de CLAE (do inglés, HPLC) de O % a 70 % de Solvente B por 65

o\

minutos com taxa de fluxo de 200 uL/min. Solvente A: 0,1 TFA
em agua e Solvente B: 0,08% TFA em acetonitrila. O
processamento dos dados foi realizado usando os programas
TurboSEQUEST e Xcalibur (ThermoFinnigan).

Os resultados da anadlise MS foram entdoc usados com o©
programa Mascot, o qual permite utilizar fragmentos de
peptideos digeridos como dados unicos a partir dos quais a
proteina original e sua sequéncia primaria podem ser
identificadas usando bases de dados publicas tals como a
mantida pelo National Center for the Biotechnology
Information. Mais informagdes sobre o Mascot, e seu precursor,

Mowse, podem ser encontradas na internet, por exemplo, no

sitio (www.matrixscience.com.br) mantido pela Matrix Science

Inc., (Boston, MA).

Resultados:

A endopeptidase S-Glu a uma concentracdo final de enzima
proteina de 0,188 % a uma concentracdo de proteina de
substrato do soro de 12 % resultou em uma reducdo de 5,5 % em
proteina total em duas horas. Nas prdoximas 4 a 20 horas, a TP
reduziu ainda, a uma redugdo maxima de 20 %.

A coalhada precipitada apresentou um volume de retencgdo de

dgua (isto é, a medida de retencédo de &gua da coalhada) de

cerca do mesmo peso de agua a coalhar.
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A viscosidade do sobrenadante melhorou de 3,05 cP a 5,99
cP apds 20 horas de incubacgdo com a enzima S-Glu.

Resultados similares foram observados com a enzima L-Glu
na mesma concentracdo final mencionada acima. Em 2 horas, foi
observada uma reducg¢do de 6,9 % de TP, melhorando para 10 % na
marcagdao de tempo de 4 horas. A redugdo atingiu 14 % no final
das 20 horas de incubacgéo.

A coalhada precipitada apresentou um volume de retengdo de
agua de cerca de 70 % de peso do peso da proteina.

A viscosidade do sobrenadante permaneceu praticamente a
mesma durante o periodo de incubag¢&o de 20 horas com
endopeptidase L-Glu.

Os resultados do periodo de tempo como revelados por SDS—
PAGE sao mostrados na Figura 1 para ambos os tratamentos com
as enzimas S-Glu e L-Glu. Os resultados da analise de
espectrometria de massa dos produtos de 20 horas de digestdo
da amostra de soro s&o mostrados na Figura 2 para L-Glu, e
Figura 3 para S-Glu.

As amostras de hidrolisatos de endopeptidases de proteinas
do SOro foram enriquecidas em peptideos especificos. A
identidade e qguantidades relativas dos quais foram verificadas
com LC-MS/MS detalhado acima. As Tabelas 1 (a) e (b) e 2 (a) e
(b) abaixo mostram os dados obtidos da analise Mascot dos
dados dos peptideos para as amostras de soro digeridas com L-

Glu e S-Glu, respectivamente, em 20 horas de digestao.
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Tabela 1 (a), (b): Andlise Mascot dos dados de MS para amostra

de proteina do soro digerida com L-Glu por 20 horas.

(a): Beta lactoglubulina

>gi)l1259101spiP02754 | LACB_BOVIN BETA-LACTOGLOBULIN PRECURSOR (BETA-LG)Ugi|l070647|pirl LGB0 beta-lactoglobulin
precursor -~ bovinellgi|669061 (24830S) beta-lactoglobulin variant B precursor [Bos taurus] [MASS=19883])
HKCLLLALAL TCCAQALIVT QTMKGLDIQK VAGTWYSLAM AASDISLLDA QSAPLRVYVE ELKPTPEGDL EILLOQKWENG EBCAQKKIIAR KTKIPRVEKY
DRALNENKVLV LDTDYKKYLL FCHMENSAEPE QSLACQCLVR TPRVDDEALE KFDKALKALP MHIRLSFNPT QLEEQCHI

>monoisotopic mass = 19852

position sequence {(NCBI BLRAST link)

6Z2- 71 LKPTPECDLE

72- 78 ILLQKWE

91- 101 KTRKIPAVFKID

91- 105 KTRIPAVFKIDALNE

= 21_6% by nass

Protein Coverage: 38/178 = 21.3% by amino acid count, 4285/19882 =

(b) Kappa Caseina

>gi121194900ipir! 1145675 keppe-casein precursor - bovineDgi|l628l11 (M36641) kappa-casein precursor [Bos taurus]}

{MASS5=21225]
MMKSFFLUVT ILALTLPFLGC AQEQNQRQPI RCEKDERFFS DKIAKYIPIQ YVLSRYPSYG LNYYQQKPVA LINNQFLPYP YYAKPAAVRS PAQILQWQVL
SNTVPAKSCQ AQPTTHARHP HPHLSFMRIP PKENQDKTEX PTINTIASGE PTSTPTIEAV ESTVATLEAS PEVTESPPEI NTVQUTSTAY

>monoisotopic mass = 21193

position sequence {(NCBI BLRST link)
127~ 139 HAIPPKKNQDKTE
162~ 168 STVATLER

180~ 190 INTVQVTISTAV
140~ 158 IPTINTIASGEPTSTPTIR

Protein Coverage: 507190 = 26.3% by amino acid count, 5218721193 © 24.6% by nass
Tabela 2 (a), (b): Anadlise Mascot dos dados de MS para amostra
de proteina do soro digerida com S-Glu por 20 horas.

(a): Beta Caseina

>gif2136722|pir) |I46963 beta-casein A3 - bovine(gi)4592921bbs 1140624 (S67277) beta-casein A3 (cattle, manmary glend, Peptide, 224 aa] (Bos

taurus] [MASS=25098]
HMRKVLILACLV ALALARZLER LNVPCRIVRS LSSSERSITR INKKIERYQS KEQQQTEDBL QDKIKRFRAQT QSLVYPFPGP IPNSLPQNIP PLTQTPVVVP PFLQPEVICY SHVKERMAPK
QKEHP¥PRYP VEPFTESQSL TLTDVENLEL PLPLLQSWMH QPHQPLPPTV HFPPQSVLSL SQSKVLPVPQ KAVPYPQRDH PIQAFLLYQX PVLGPVRCPF? PIIV

>monoiscotopic mass = 23064

position sequence {(NCBXI BLRST link)

116- 120 AHAPK
37- 46 SITRINKKIE

137~ 146 SOSLILTDVR

58- 72 DRLQDEIHPYAQIQS
$8- 71 DRRLODKIHPFAOIQ
Z1- 29 LNVPGRIVE

147- 156 NLHLPLPRLLQ

Protein Coveraga: $9/224 = 26.3% by amino acid count, 6581725064 = 26¢.3% by mass
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(b): Beta Lactoglubulina

>Qijl259201splPO2754{LACB_BOVIN BETA-LACTOGLOBULIN PRECURSOR (BXTA-LG)Dgi1l070647|pir|!LGBO beta-lactoglobulin precursor - bovinellgi|669061

(248305} beta-lactoglobulin variant B precursor [Dos taurus) [MASS=19883)
MKCLLLALAL TCGAQALIVT QTMKGLDIQK VAGTWYSLAM AASDISLLDA OSRPLRVYVE ELKPTPECDL IYLLOKWENG ECAQRKIIAE KTXIPAVEKI DRALNENKVLV LDTDYRKYLL

FCHENSREPE QSLACQCLVR TPEVDDSALE KFDRALKALP MHIRLSPNPT QLHEQCHI
>monoisotopic mass = 13852

position saquence (NCBXI BLRST link)
125- 130 NSAEPX
7172 IQPTPR
50- 60 AQSAPLRVYVE
72- 79 ILLOKVR
91- 105 ERIRIPAVFKIDALNE
92- 105 IKIPAVFRIDALNE

Protein Coverage: 39/178 = 21.9% by anino acid count, 4419/19852 = 22_ 3% by mass

Exemplo 2

Digestdo de proteinas do leite usando a endopeptidases, S-

Glu e L-Glu.

Métodos: Dez (10) gramas de leite desnatado (duas fontes,
Berkeley Farms e Sunnyside) foram colocadas em cada um dos
oito tubos de 15 mL. Os tubos foram aquecidos a 40 °C por 15
minutos em uma incubadocra shaker. A enzima (S-Glu ou L-Glu)
foi adicionada (500 pL de uma solucdo estoque de 3,8 mg/mlL) em
cada um dos trés tubos para cada enzima. Um tubo serviu como
controle para cada fonte de leite desnatado e ndo recebeu
gqualguer adicdo de enzima. A incubacdo continuou para o© tempo
indicado sob as condigdes anteriores. Um tudo para cada
tratamento com enzima foi removido a 2, 4, 20 horas. Os tubos
foram entdo centrifugados para separar o precipitado e o

sobrenadante. Os sobrenadantes foram testados para medidas de

proteina total (TP) soluvel remanescente no sobrenadante
(g/L), % de sdélido seco e viscosidade. Foi usada andlise SDS-
PAGE para monitorar a clivagem da endopeptidase. Fol feita

anadlise por espectrometria de massa conforme detalhado acima

para confirmar a identidade dos produtos de clivagem gerados.
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A andlise Mascot usando o0s peptideos gerados foi também
realizada usando os dados coletados de espectrometria de

massa.

Resultados: Duas amostras de leite desnatado tratado com
S-Glu a uma concentrag¢do final de 0,19 mg/g de leite desnatado

produziram uma coalhada grossa em duas horas de tratamento.

Cerca de 43 % - 57 % de proteina total do leite desnatado foi
precipitado em duas horas de tratamento ezimatico. A
precipitagcdo foi quase completa, Jja& que ndo foi observada

nenhuma redugdo adicional significativa de proteina total no
sobrenadante a 4 ou 20 horas para ambas as duas fontes de
leite desnatado.

Em contraste com a S-Glu, as amostras tratadas com L-Glu
mostraram precipitacéao melhorada da proteina do leite
desnatado ao longo do tempo. Para a amostra I de leite
desnatado, o tratamento com IL-Glu endopeptidase provocou uma
redugdo de 32 % na concentracdao de proteina a t= 2h, 42 % a
4dh, e 62 % a 20 horas. Na amostra II de 1leite desnatado
tratado com L-Glu a concentragdo TP foil reduzida em 11,5 % a
t= 2h, 41 % a 4h e 51,7 % a 20 horas.

Como pode ser visto dos resultados SDS-PAGE (Figuras 3 e
4, leite desnatado T e 171, respectivamente) ampbas as
endopeptidases L-Glu e S-Glu foram capazes de provocar a
precipitacgdo da caseina em 2 horas a partir do leite desnatado
e apresentaram hidrdlise significantiva de caseina, bem como

lactoglobulina e lactoalbumina.
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As amostras de leite desnatado hidrolisado por
endopeptidase foram enriquecidas em peptideos especificos. A
identidade e quantidades relativas dos quais foram verificadas
usando LC-MS/MS detalhadeo acima. As Tabelas 3 (a), (b) e (c)
abaixo mostram os dados obtidos da anadlise Mascot dos dados
dos peptideos para a amostra I de leite desnatado digerida com

L-Glu apds 20 horas de digestao.

Tabela 3 (a), (b) e (c): Anadlise Mascot dos dados de MS
para amostra I de leite desnatado digerida com L-Glu por 20
horas.

(a): Alfa caseina

>¢i[115646|sp|P0256Z|CAS1 _BOVIN ALPHA-S1 CASEIN PRECURSOR [HASS=24529)

MKLLILTCLV AVALARPRHP IKHQGLPQEVY LNENLLRFFV APFPEVFGKE RVNELSKDIG SESTEDQRKE DIKQMEAESI SSSERIVPNS VEQKHIQKED VPSERYLGYL EQLLRLRKYX
VPQLEIVPNS AERERLHSMKE CGIHRQQKEPHM IGUNQELRYF YPELFRQFYQ LODAYPSGAWY YVPLGTQYTD APSFSDIPNP IGSENSEKTT MPLW

>monoisotopic mass = 24495

position sequence (NCBI BLRST link)
66— 70 DQAME

S4- 99 KHIQKE

93- 99 OKHIOKR

141~ 148 GIHAQQKE

30- 33 VLNE

46- SO VFGKE

134- 140 RLHSMKE

71- 76 PRIKQME

121- 125 YRQLE

149- 156 PHIGUNQE

141- 156 GIHAQQKEPMICUVNQR
40- 45 UAPFPE

116- 125 LKKYKVPQLR
105- 111 RYLGYLE

88- 91 PNSV

187~ 163 LAYFYPE

39~ 45 FVAPPPR

208~ 2:r4 KRITHPLU

164~ 172 LFRQPYQLD

38- 45 JFEVAPFPR

34~ 39 HNLLRFP

34- 45 NLLRFFVAPYPE
33~ 45 ENLLRFFVAPFPE

Protein Coverage: 106/214 = 49.5% by amino acid count, 12767/24495 = 52.1% by nass
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(b) Beta caseina

>3i121367221piri1X469463 beatn-casain A3 - bovinelgi |459292|bbs} 140624 {8567277) beta-casein A3 [cattle, mamnary gland, Pepride, 224 aa) (Bos

taurus) [MASS=25098)
MKVLILACLY ALALARBLEE LNVPGHIVES LSSSEESITR INKKAEXFQS EEQQQTEDEL QDXIHPFRAT QSLVYPFPCP IPNSLPQNIP PLTQTPVVVP PFLQPEVUGY SKVKEAMAPK

QKENP¥PKYP VEPETHSQSL TLIDVENLRL PLPLLOSWAH QPHQPLPPTV MFPPQSVLSL SQSKVLPVPQ KAVPYPQRDM PIQAFLLYQE PVLGPVRGP? PIIV
>nonoisoropic mass « 25064

position sequence (NUBI BLAST link)

47- 52 KEQSEE
133- 136 PFPIR

107- 115  YHCVSKVKEK

21- z6 LNVPGHE

37- <46 SITRINKKIE
20~ 26 RLNVPGER

60~ 72 LODKIHPFAQIQS
63- 73 KIHPFAQIOSL
60- 73 LODHIHPFARIQSL
224~ 132 NPFPEYPVI
123- 132 EHMPFPKYPVE
126~ 136 FPEYPVERFIR
124~ 136 UPYPKYPVERFIE
123- 136 EMPPRPKYPVRRYTK

Protein Covaraga: 60/224 « 26_%% by anino acid count, 6925/25064 = 27.6% by nass

Tabela 3(c): Beta lactoglobulina

»qil125910(sp|P02754ILACR_BOVIN BBTA-LACTOGLOBULIN PRECURSOR (BRTA-LGC)Ogill0706471pir(tLGBO beta-lactoglobulin precursar - bovinelgi 669061

{Z49305) betm-lactoglobulin variant B precursor [Bos taurus| [HMASS=19883)
MKCLLLALAL TCCAQALIVT QTHKCLDIQK VACTUYSLAM AASDISLLDA QSAPLRUYVE ELKPTPECDL KILLOKWENG ECAQKKIIAER KTKIPAVEKL DALNENKVLY LDTDYRKYLL

FCHENSAERPRE QSLACQCLVR TPEVDDEALE KFDKRLKALP MHIRLSFNPT QLBEQCHI
rmonoisotopic mass = 19852

position sequence [NCBX BLAST link)

1125- 130 MSANPE

72- 78 [ILLOKWE

151~ 164 KFDRALKALPEHIR
165- 173 LSFNPIQLE

51- 105 KIKIPAVFRIDALNE
161- 173 HHIRLSPNPIOLE
189~ 173 LPNHIRLGFNPTIQLE
158~ 173 ALPHHIRLSFNPTIQLE

Protein Coverage: 517178 = 28.7% by anino acid cownt. 5884/19852 = 29.6% by mass
De maneira similar, os dados obtidos pela analise Mascot

dos dados do peptideo para a amostra II de leite desnatado

digerida por 20 horas s&o mostrados abaixo nas Tabelas 4 (a)

para S-Glu, e 4(b) e (c) para L-Glu, respectivamente.

Tabela 4 (a), (b) e (c): Anadlise Mascot dos dados de MS para

amostra II de leite desnatado digerida com endopeptidase por

20 horas.
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(a): Digestdo com S-Glu. Alfa caseina

»>gil115646)spIPO2662|CASL_BOVIN ALPHA-S1 CASEIN PRECURSOR (MASS=24529)

MKLLILTCLV AVALARPKMP IXHQGLPQEV LNENLLERFFV APFPEVFGXE XVNELSKDIC SESTEDQRME DIMOMERESI SSSEELVPNS VEQXKHIQKEDR VPSERYLGYL EQLLRLKKYK
VPQLEIVPNS ABERLHSMXE GINRQQKEPM IGVNQELRAYF YPELFRQFYQ LDAYPSGAUY YVPLGTQYTD APSFSDIPNP ICSENSIKIT NPLY

>*BONoisotopic mass = 24495

posiction sequence (NUBI BLRST 1link)
66- 70 DROAUZX

66~ 71 DOAHNED

65- 71 EDOAMED

30- 33 YLNE

135- 140 LHSMKER

77- S0 ARBSLSSSERIVPNS
46- 50 YFCKE

71- 76 DIEQHE

93- 104 QEHIORERVPSK
92- 104 EOKHIOKERVPSE
46- 54 YFGKRKVNR

18- 29 KHPIKHOCLPQR
141- 156 GIHAQOREFMICVNQR
66- 76 DOAMEIDIKONMR
158- 163 AYPYPE

106- 111 YLGYLE

187~ 163 LAYFYPK

39- 45 [JFVAPFPR

209- z14 IIHPLU

38- 45 FFVARFRR

35- 45 LLRFFYAPFPE
34- 45 NLLRFFVAPFPE
33- 45 PBNLLRYFVAPEPR

Protein Coverage: 117/214 = 54.7% by amino acid count, 13570/2449S5 = 53.4% by nass

Tabela 4 (b): Digestdo com L-Glu. Beta Caseina

>gil2136722{pirl 1146363 beta-casein A3 - bovinelgil 459292 Ibbs (140624 (S67277) beta-casein A3 [cattle, namnsry gland, Peptide, 224 aa] [Bos
taurus) (HASS=25098)

FKVLILACLV ALALARELEE LNVPCEIVES LSSSEESITR INKKIEKFQS REQQQTEDEL QDKINPFRQT QSLVYPPPCP IPNSLPQNIP PLTQTPVVVP PPLQPEVHCV SKVRBAMAPK
QKRMPFPKYP VEPETESQSL TLTDVENLHL PLPLLQSWMH QPHQPLPPTV HFPPQSVLSL SQSKVLPVPG KAVPYPQRDM PIQAFLLYQE PVLGPVRGPF PIIV

>monoisotopic mass = 25064

position sequence (NCBI BLAST lini)
17- 20 ELEE

37- 46 SITRINEKIEK

37- 47 SITRINKKIBK

§8~ 71 DELODKIHPFAQTIQ

139~ 146 SLILIDVE

21- 29 LNYRCRIVR

58- 67 DRELODHIHPF

123~ 136 EHPFPKYPVEPFIE

147~ 156 NLHLPLPLLQ

Protein Coverage: 70/224 = 31.3% by amino acid count, 8101/25064 = 32.3% by mass

Tabela 4 (c): Digestdao com L-Glu.

>gi1l186541sp ! POZ663 [CAS2_BOVIN ALPHA-SZ CASBIN PRECURSORDgY1|476486 |pir| IKRABOSZ alpha-sZ-casein precursor - bovinellgi|162929 (H16644) alpha-
$2-]like casein pracursor (Bos taurus] {MASS=26019]

HKPFIFTCLL AVALAKNTHE HVSSSEESII SQETYKQEKN MAINPSKENL CSTFCKEIVVR NANEERYSIG SSSEESAEVR TEEVXITVDD XHYQKALNEI NQFYQRFPQY LQYLYQGPIV
LNPUDQVKRN RVPITPTLNR EQLSTSEENS KKTVDHESTE VETKKTKLTE EEKNRLNFLK KISQRYQKFA LPQYLKTVYQ HORAMKPUIG PKIRVIPYVR YL

>monoisotopic mass = 25984

position sequence (NCBI BLRAST link)
34- 38 IVKQR

79- 83 VATER

$§8~ 65 YURNANEE

161- 171 VFTKKTELTER

161- 172 VPTKXTRLTHERE

84- 99 VKITVDDRHYQRALNE

130- 141 NAVPITPTLNRE

Protein Coverage: 58/222 = 26.1% by amino acid count, 6711/25984 = 25.8% by ness
Exemplo 3

Digestdo de caseina com atividade de endopeptidase
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Métodos: Dez (10) gramas de caseina em pd (Sigma, # de
catadlogo C-5890) foram misturados em 50 mlL de tampao fosfato 1
M, pH 6,5 e 200 mL de &gua agquecida. O conteudo foi aquecido
até que a caseina fosse dissolvida no tamp&o. A solugdo de
caseina fol mantida naquela temperatura por cinco minutos. A
solucdo de caseina foi entéo resfriada para temperatura
ambiente, e ajustada para um volume final de 500 mL. Dez (10)
mL desta solucado de caseina foram colocados em cada um dos
oito tubos de 15 mL e aquecidos até 40 °C por 15 minutos em
uma incubadora shaker. Cada um dos trés recebeu endopeptidase
S-Glu ou L-Glu (500 pL de uma solugd@o estoque de 3,8 mg/mL. Um
tubo de cada serviu como controle sem adigcdo de enzima. Os
tubos de amostra foram removidos a 2, 4, 20 horas, resfriados
e centrifugados para separar o precipitado e o sobrenadante.
Os sobrenadantes foram testados para medidas de proteina total
(TP) soluvel remanescente no sobrenadante (g/L), % de sdélido
secc e viscosidade. Os sobrenadantes foram também analisados
por eletroforese usando SDS-PAGE para monitorar a hidrdlise.
Foi feita andlise por espectrometria de massa (MS) para
confirmar a presenca de produtos de clivagem proteolitica
individuais. Os resultados da anélise MS foram entdo usados
com o programa Mascot, que permite utilizar fragmentos de
peptideos digeridos como dados uUnicos a partir dos guails a
proteina original e sua sequéncia primaria podem ser
identificadas usando bases de dados publicas tais como a

mantida pelo National Center for the Biotechnology
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Information. Mais informacédes sobre o Mascot, e seu precursor,
Mowse, podem ser encontradas na 1internet, por exemplo, no

sitio (www.matrixscience.com.br) mantido pela Matrix Science

Inc., (Boston, MA).

Resultados: A =solugdo tamponada de caseina (16,85 g/L)
tratada com endopeptidase na concentracdo de 0,19 mg de enzima
por grama de solucdo de caseina, precipitou 58 % da caseina em
2 horas usando S-Glu. Parte da caseina precipitada fol re-
dissolvida, no entanto, devido a hidrdélise adicional ao longo
do tempo. As concentragdes de proteina precipitada foram entao
53 % e 49 % a 4 e 20 horas respectivamente. O tratamento com
L-Glu gerou um aumento na caseina precipitada ao longo do
tempo testado. Em 2 horas, 32,5 % da proteina total (TP) foi
removida da solugdo de caseina. Isso aumentou para 34 % em 4
horas; em 20 horas, a proteina total removida foi de 54,2 %. A
Figura 6 mostra os resultados da anédlise por SDS-PAGE dos
fragmentos digeridos de caseina.

Os resultados da analise Mascot dos fragmentos digeridos
de caseina sdo mostrados abaixo, nas Tabelas 5 e 6, para

resultados das digestdes apds 20 horas com as enzimas L-Glu e

S—-Glu, respectivamente.
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Tabela 5: Digestdao com L-Glu endopeptidase, 20 horas. Alfa

caselna

>gill186461sp|P026621CASL_BOVIN ALPHA-S1 CASEIN PRECURSOR [MASS<24529]
HKLLILYCLV AVALARPXHP YXHQGLPQEV LNENLLREFV APFPRVFGKE KVNELSKDIGC SESTEDQAME DIKQMEARST SSSEEIVPNS VEQRHIQKED VPSERYLGYL EQLLRLKKYK

VPQLEIVPNS ARERLHSMKE GINRUQKEPY IGVNQOELAYF YPELFRQFYQ LDAYPSGAWY YVPLGTQYTD APSFSDIPNP ICSENSEKTT MPLW
*nonoisotopic mass = 24495

position sequence {NCBI BILRAST link)

66~ 70 DDAME
141- 148 GIHAQQKE
30~ 33 YLNE

46- S0 VYFCKE
134- 140 RLHSHKE

71- 76 DIKOME

18- 29 KHPIRHQGLPQE
16- 29 RPKHPIKHOCLPOR
149~ 156 PMIGYNQR

141- 156 GIHAQQREPHICVNQR

108- 111 RYLGYLE

157- 163 LAYFYPE

39- 45 PVAPFPR
208~ 214 KTIHPLU

164~ 172 LFR 1D
38- 45 FFVAPFPE
34- 45 NLLRFFVADFPE
33- 45 ENLLREFVAPFPE

Protein Coverage: 99/214 = 46.3% by amino acid count, 11898/24495 = 49.6% by nass
Tabela 6: Digestdo com S-Glu endopeptidase, 20 horas. Alfa

caseina

>gilllS€46|sp|PO2662| CAS1I_BOVIN ALPHA-S1 CASRIN PRECURSOR [HASS=24529]

MKLLILTCLV AVALARPKHP IKHUGLPQHV LNENLLRFFV NPFPEVFGKE KUNELSKDIG SESTEDQRME DIKOQXEARSI SSSEEIVPNS VEQKHIQKED VPSERYLGYL EQLLRLKKYK
VPQLEIVPNS REERLHSMKE GIMRQOXEPU IGUNQELAYF YPELFRQPYQ LDAYPSCGAWY YVPLGTQYTD APSFSDIPNP IGSENSEKTT WPLV

*nonoisotopic mass = 24495

position sequence (NCBI BLAST link)
66- 70 DOAME

66- 71 DQAMED

30- 33 VLNE

126- 133 IVPNSAERE

46- 50 VEGRE

71~ 76 DIKOHE

133- 140 ERLHSHKE

46- 34

18- 29 P I LPQE

141~ 156 CIHAQQREPHIGVNQE

66- 76 DDAMEDIKQHE

158- 163 AYFYPR

134~ 163 x4 EPM LAYFYPE
106- 111 YLCYLR

106- 112 YLGYLEQ

157- 163 LAYFYPE

39- 45 FVAPFPR

209- 214 ITHPLW

38- 45 [FIVAPFPR

35- 45 LLRFFVAPYPR

34~ 4S5 NLLRFPVADPFPE

33~ 4S5 ENLLRFPPVAPFPE

28- 56 QBRVLNENLLRFFVAPFPRYFGKEKVNELS

Diversas publicacdes, incluindo patentes, pedidos
publicados, artigos técnicos e artigos académicos sao citados
ao longo da descrigcdo. Cada uma destas publicacgdes citadas
estd incorporada aqui por referéncia, em sua totalidade para

todas as finalidades.
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REIVINDICAGCOES

1. Hidrolisato compreendendo pelo menos uma proteina do
leite hidrolisada com pelo menos uma enzima proteolitica gue
cliva preferencialmente um residuo de &acido gluté&mico ou acido
aspartico e que cliva um ou mais determinantes imunoldgicos

presentes na proteina, caracterizado pelo fato de ¢}

hidrolisato compreender pelo menos uma beta lactoglobulina
hidrolisada na regiao entre os aminocacidos 55-98, o
hidrolisato possuindo imunogenicidade reduzida em um individuo
predisposto a apresentar uma reacdo imune a proteina.

2. Hidrolisato de acordo com a Reivindicacéao 1,

caracterizado pelo fato de pelo menos uma enzima proteolitica

ser uma endopeptidase.
3. Hidrolisato de acordo com a Reivindicacéao 2,

caracterizado pelo fato de a endopeptidase clivar

preferencialmente a porgido carboxi-terminal de um residuo de
adcido glutédmico ou residuo de acido aspartico.
4, Hidrolisato de acordo com a Reivindicacao 3,

caracterizado pelo fato de a endopeptidase ser

UniProtKB/Swiss—Prot Primary Accession Number P39750
5. Hidrolisato de acordo com a Reivindicacéao 3,

caracterizado pelo fato de a endopeptidase ser

UniProtKB/Swiss~Prot Primary Accession Number P80057.
6. Hidrolisato compreendendo pelo mencs uma proteina do
leite hidrolisada com pelo menos uma enzima proteolitica que

cliva preferencialmente um residuo de acido glutamico ou acido
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aspartico, caracterizado pelo fato de a enzima proteclitica

ser a endopeptidase UniProtKB/Swiss—-Prot Primary Accession
Number P39790, e) hidrolisato possuindo imunogenicidade
reduzida em um individuo predisposto a apresentar uma reacgdo
imune a proteina..

7. Hidrolisato de acordo com guaisquer das Reivindicacodes

4 a 6, caracterizado pelo fato de a endopeptidase ser inibida

por fenilmetilsulfonilfluoreto ou diisopropilfluorofosfato.
8. Hidrolisato de acordo com quaisquer das Reivindicacgdes

4 a 6, caracterizado pelo fato de a endopeptidase ndo requerer

um lon metdlico para sua atividade.
9. Hidrolisato de acordo com a Reivindicacéao 1,

caracterizado pelo fato de a proteina incluir pelo menos uma

lactoalbumina, preferivelmente uma alfa lactoalbumina.
10. Hidrolisato de acordo com a Reivindicacao 6,

caracterizado pelo fato de a proteina ser pelo menos uma

lactoalbumina ou uma lactoglobulina, preferivelmente uma alfa
lactoalbumina ou uma beta lactoglobulina.
11. Hidrolisato de acordo com a Reivindicacgao 1 ou

Reivindicacdo 6, caracterizado pelo fato de o hidrolisato ser

enriquecido em um ou mais dos peptideos AQSAPLRVYVE (SEQ 1ID
NO: 1), ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3), ou
KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4).

12. Hidrolisato de acordo com a Reivindicacéao 9,

caracterizado pelo fato de ser enrigquecido em um ou mais dos

peptideos ELEE (SEQ ID NO: 5), VATEE (SEQ ID NO: 6), PEFTE (SEQ
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ID NO: 7), NSAEPE (SEQ TID NO: 8), VFGKE (SEQ ID NO: 9),
ASQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), ILLOKWE (SEQ ID NO: 2y,
KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3), KTKIPAVEFKIDALNE (SEQ ID NO: 4),
IQPTPE (SEQ ID NO: 10), LKPTPE (SEQ ID NO: 11), LKPTPEGD (SEQ
ID NO: 12), LKPTPEGDLE (SEQ ID NO: 13), TKIPAVFKID (SEQ ID NO:
14), ou TKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 15).

13. Hidrolisato de acordo com a Reivindicacao 1,

caracterizado pelo fato de ser enriquecido em um ou mais dos

peptideos DQAME (SEQ ID NO: 16), GIHAQQKE (SEQ ID NO: 17),
VLNE (SEQ ID NO: 18), VFGKE (SEQ ID NO: 19), RLHSMKE (SEQ ID
NO: 20), DIKQME (SEQ ID NO: 21), KHPIKHQGLPQE (SEQ ID NO: 22),
RPKHPIKHQGLPQE (SEQ ID NO: 23), PMIGVNQE (SEQ ID NO: 24),
GIHAQOKEPMEGVNQE (SEQ ID NO: 25), RYLGYLE (SEQ ID NO: 206),
LAYFYPE (SEQ ID NO: 27), FEVAPFPE (SEQ ID NO: 28), KTTMPLW (SEQ
ID NO: 29), LFRQFYQLD (SEQ ID NO: 30), FFVAPFPE (SEQ ID NO:
31), NLLRFFVAPFPE (SEQ ID NO: 32), ou ENLLRFEVAPFPE (SEQ 1ID
NO: 33).

14. Hidrolisato contendo proteina do soro caracterizado

pelo fato de ser enriquecido em um ou mais dos peptideos

AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), ILLOKWE (SEQ ID NO: 2y,
KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3), ou KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4).

15. Ingrediente alimenticio caracterizado pelo fato de

compreender um hidrolisato de proteina do soro enriquecido em
um ou mais dos peptideos AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), ILLQOKWE
(SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3), ou KTKIPAVEFKIDALNE

(SEQ ID NO: 4y, possuindo imunogenicidade reduzida em um
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individuo predisposto a apresentar uma reacdo Iimune a uma ou
mais proteinas do soro.

16. Produto alimenticio fabricado caracterizado pelo fato

de compreender um hidrolisato de proteina do soro enriquecido
em um ou mals dos peptideos AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1),
ILLOKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVEKID (SEQ ID NO: 3), ou
KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4y, possuindo imunogenicidade
reduzida em um individuo predisposto a apresentar uma reagdao
imune a uma ou mais proteinas do soro.

17. Produto alimenticio fabricado de acordo com a

Reivindicagdo 16, caracterizado pelo fato de ser comida

industrializada para bebés, bebida isotdnica, produto contendo
queijo, suplemento de proteina, suplemento nutricional ou
produto que substitui refeicgdes.

18. Produto ndo-alimenticio compreendendo o hidrolisato de

acordo com a Reivindicacdo 1 ou Reivindicagdo 6, caracterizado

pelo fato de o produto n&o-alimenticio ser um cosmético, uma

logdo ou uma solugdo para limpar a pele para uso em pele

humana.

19. Produto nao-alimenticio compreendendo um hidrolisato

que caracterizado pelo fato de compreender pelo menos uma

proteina do leite hidrolisada com pelo menos uma enzima
proteolitica que cliva preferencialmente um residuo de acido
glutéamico ou adcido aspartico, o hidrolisato possuindo
imunogenicidade reduzida em um individuo predisposto a

apresentar uma reacdo imune a proteilna.
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20. Produto ndo-alimenticio de acordo com a Reivindicacao

18 ou Reivindicacgd&o 19, caracterizado pelo fato de compreender

o hidrolisato de proteina do soro enriquecido em um ou mais
dos peptideos AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), ILLQKWE (SEQ ID NO:
2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3), ou KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO:
4y, possuindo imunogenicidade reduzida em um individuo
predisposto a apresentar uma reacgdo Jimune a uma ou mais
proteinas do soro.

21. Composigao compreendendo pelo menos dois hidrolisatos
de acordo com a Reivindicacao 1 ou Reivindicacéao 6,

caracterizada pelo fato de cada hidrolisato ser produzido com

pelo menos uma enzima diferente possuindo uma especificidade

diferente.
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FIG. 1

FIG. 4
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RESUMO
Pedido de Patente de Invencdo para: “HIDROLISATOS DE PROTEINA
DO LEITE COM POTENCIAL IMUNOGENICO REDUZIDO” .

A presente invencgao se refere as composicgdes de
hidrolisatos compreendendo pelo menos uma proteina do leite ou
soro hidrolisado com pelo menos uma enzima proteolitica. Os
hidrolisatos reduzem a imunogenicidade da proteina do leite ou
do soro em um individuo predisposto a apresentar uma reagdo
imune a proteina. Além disso, a presente 1invencdo se refere
também aos métodos para a produgido das composigdes, as quais

compreendem produtos alimenticios e produtos ndo-alimenticios.
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