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“METODO PARA PRODUZIR UM HIDROLISADO DE CASEINA, E,
USO DE UM HIDROLISADO DE CASEINA”

REFERENCIA A UMA LISTAGEM DE SEQUENCIA

Este pedido contém uma listagem de sequéncia em uma forma
legivel em computador. A forma legivel em computador € incorporada neste
por referéncia.

CAMPO TECNICO

A presente invenc¢do diz respeito a um método par a produgio
de um hidrolisado de caseina usando-se uma endopeptidase microbiana.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Os hidrolisados de caseina sdo usados para a fortificacdo de
proteina, por exemplo, em bebidas esportivas e em outras bebidas dietéticas,
bebidas combinadas secas, barras nutricionais, féormulas infantis, etc. Os
hidrolisados de caseina t€ém, foram, em alguns casos, observados serem
menos alergénicos do que os hidrolisados de proteina de soro de leite que os
tornam potencialmente mais tteis em, por exemplo, férmula infantil. Os
hidrolisados de caseina podem ser fabricados usando-se as enzimas
proteoliticas para hidrolisar a caseina. Na fabricacdo industrial de hidrolisados
de caseina, solubilidade ou suspensibilidade alta da proteina hidrolisada sdo
importantes tanto a partir de um ponto de vista de processamento, quanto a
partir de um ponto de vista de rendimento/econdmico puro e por causa de
atributos de impressdo sensorial deixada pelo alimento na boca e sensoriais.
Portanto, foi um objetivo para os presente inventores identificar enzimas
proteoliticas que sdo uteis para a preparagdo de hidrolisados de caseina tendo
uma solubilidade alta, tal como uma solubilidade alta, em pH baixo e/ou uma
solubilidade alta em grau baixo ou moderado de hidrolise.

As endopeptidases observadas serem aplicaveis de acordo com

a presente invengdo foram previamente descritas. Por exemplo, a
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endopeptidase derivada de Nocardiopsis sp. O NRRL 18262 ¢ divulgado no
WO88/03947 (aqui, a cepa ¢ referida como Nocardiopsis sp. cepa 10R) e
WO01/58276. Outras endopeptidases relacionadas que sdo uteis de acordo
com a invengdo sdo divulgados no WO88/03947, WO04/111220,
WO004/111222, WO04/111223, WO05/123911 e WO04/072279.

SUMARIO DA INVENCAO

Os presentes inventores identificaram endopeptidases que séo
observadas serem aplicaveis na fabricag@o de caseina tendo uma solubilidade
alta a dando suspensbes uniformes. Tais endopeptidases s&o mais
funéionalmente eficientes do que outras endopeptidases usadas na técnica
quando comparado com uma quantidade igual de proteina de enzima, que
resulta em economia de produto melhor para os produtores de hidrolisados
caseina. Consequentemente, a presente invencdo diz respeito a um método
para produzir um hidrolisado de caseina, que compreende: a) adicionar a uma
composi¢cdo que compreende caseina, uma endopeptidase tendo pelo menos
50 % de identidade para a SEQ ID N°: 1 e b) incubag¢éo a fim de hidrolisar a
caseina.

DIVULGACAO DETALHADA DA INVENCAO

Endopeptidase

O termo endopeptidase como usado neste € uma enzima que
hidrolisa liga¢gSes de peptideo internas (tem atividade de endopeptidase).

N3o existem limitagdes na origem da endopeptidase para o uso
de acordo com a invengdo. Desta maneira, o termo endopeptidase inclui ndo
apenas endopeptidase naturais ou do tipo selvagem, mas também quaisquer
mutantes, variantes, fragmentos etc. destes que apresentam atividade de
endopeptidase, bem como endopeptidases sintéticas, tais como
endopeptidases embaralhadas. Variantes de endopeptidases geneticamente
projetadas podem ser preparadas como, em geral, € conhecido na técnica, por

exemplo, pela mutagénese direcionada ao local, por PCR (usando-se um
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fragmento de PCR contendo a mutag¢do desejada como um dos iniciadores nas
rea¢des de PCR) ou pela mutagénese aleatéria. Os exemplos de variantes de
endopeptidase, como usado no presente contexto, sdo endopeptidases em que
um ou mais aminoacidos foram anulados, inseridos ou substituidos por outros
aminodacidos.

Exemplos de endopeptidases para o uso de acordo com a
invengdo sdo as

(i) endopeptidases derivadas de Nocardiopsis sp. NRRL

- 18262, divulgado no WOO01/58276, a sequéncia de que € mostrado como a

SEQ ID N°: 1 do presente documento;

(i) endopeptidases tendo pelo menos 50, 55, 60, 65, 70, 75,
80, 85, 90, ou pelo menos 95 % de identidade de aminoacido a endopeptidase
de (1);

(iii) mutantes, variantes ou fragmentos endopeptidases de (i)
ou (ii) que exibe a atividade de endopeptidase.

Para os propdsitos da presente invengdo, o alinhamento das
sequéncias de aminoacido podem se determinadas pelo uso do programa
Needle do pacote EMBOSS (http://emboss.org) versdo 2.8.0. O programa
Needle implementa o algoritmo de alinhamento global descrito em
Needleman, S. B. and Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. Biol. 48, 443-453. A
matriz de substitui¢do usada ¢ BLOSUMG62, penalidade de abertura de fenda ¢
10 e penalidade de extensédo de fenda € de 0,5.

O grau de identidade entre duas sequéncias de aminoécido €
calculado como o nimero de pontos exatos em um alinhamento de duas
sequéncias, divididas pelo comprimento dos mais curtos de duas sequéncias.
O resultado € expresso na identidade de percentual.

Um ponto exato ocorre quando as duas sequéncias tem
residuos de aminodcidos idénticos na mesma posicdo de sobreposi¢cdo. O

comprimento de uma sequéncia € um nimero de residuos de aminoécidos na
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sequéncia (por exemplo o comprimento da SEQ ID N°: 1 é 188).

Como exemplos de endopeptidases bacterianas aplicaveis para
o uso de acordo com a invencdo também podem ser mencionadas a
endopeptidase de Nocardiopsis alba (previamente Nocardiopsis dassonvillei)
NRRL 18133 divulgado em WO88/03947, a endopeptidases de Nocardiopsis
dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43235, Nocardiopsis alba DSM 15647,
Nocardiopsis sp. DSM 16424 e a Protease 22 sintética, todas as quatro
divulgadas em W004/111220, a endopeptidase de Nocardiopsis prasina DSM
15648 divulgada em WO04/111222, a endopeptidase de Nocardiopsis prasina
DSM 15649 divulgada em W004/111223, as endopeptidases de Nocardiopsis
prasina (previamente Nocardiopsis alba) DSM 14010, Nocardiopsis
alkaliphila DSM 44657 e Nocardiopsis /ucentensis DSM 44048, todos as trés
divulgadas no WO05/123911, a endopeptidases de Brachysporiella gayana
CGMCC 0865, Metarhizium anisopliae, Gliocladium sp. CBS 114001,
Periconia sp. CBS 114002, Periconia sp. CBS 114000 e Curvularia lunata
CBS 114003, todos 6 divulgados em WO04/072279, e mutantes, variantes ou
fragmentos de qualquer um destes que exibem a atividade de endopeptidase.

Uma endopeptidase para o uso de acordo com a invengéo é
uma endopeptidase microbiana, preferivelmente uma endopeptidase
bacteriana, o termo bacteriana que indica que a endopeptidase é derivada de,
ou originada de, uma bactéria, ou é um andlogo, um fragmento, uma variante,
um mutante, ou uma endopeptidase sintética derivada de uma bactéria. Este
pode ser produzido ou expressado na cepa bacteriana de tipo selvagem
original, uma outra cepa microbiana, ou em uma planta; isto é o termo cobre a
expressdo da endopeptidase de ocorréncia natural, de tipo selvagem, bem
como a expressdo em qualquer hospedeiro de endopeptidase sintética,
geneticamente projetada ou recombinante.

No processo da inveng¢do, a endopeptidase pode ser purificada.

O termo "purificada" como usado neste cobre as preparagdes de proteina de
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enzima onde a preparagdo foi enriquecida para a proteina de enzima em
questdo. Tal enriquecimento deve ser por exemplo: a remogdo das células do
organismos de que uma proteina de enzima extracelular foi produzida, a
remogdo do material de nfo proteina por uma precipitacdo especifica de
proteina ou o uso de um procedimento cromatografico onde a proteina de
enzima em questdo € seletivamente eluida a partir de uma matriz
cromatografica. A endopeptidase pode ser purificada a uma extensdo deste
modo que apenas quantidades menores de outras proteinas estdo presentes. A
expressdo "outras proteinas” relatam em particular a outras enzimas. Uma
endopeptidase a ser usada no método da invenc¢éo pode ser "substancialmente
pura”, isto € substancialmente livre de outros componentes a partir do
organismo em que foi produzido, que pode ser um microorganismo de
ocorréncia natural ou um microorganismo hospedeiro geneticamente
modificado para a produgéo recombinante da endopeptidase.

Entretanto, para os usos de acordo com a invencdo, a
endopeptidase ndo necessita ser pura. Esta pode, por exemplo, incluir a outras
enzimas, ainda outras endopeptidases.

Em um aspecto preferido, a endopeptidase a ser usada no
método da invengdo foi purificada por conter pelo menos 20 %,
preferivelmente pelo menos 30 %, pelo menos 40 % ou pelo menos 50 %,
(p/p) da endopeptidase em questdo da proteina total. A quantidade da
endopeptidase pode ser calculada a partir da medigdo da atividade da
preparacdo dividida da atividade especifica da endopeptidase (atividade/mg
EP), ou pode ser quantificado por SDS-PAGE ou qualquer outro método
conhecido na técnica. A quantidade da proteina total pode ser, por exemplo,
medida pela analise de aminoécido.

O uso de endopeptidase de acordo com a presente invengdo
pode ser combinado com o uso de outras enzimas, por exemplo outras

proteases. Em uma forma de realizacdo preferida, uma endopeptidase, por
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exemplo um derivado de Nocardiopsis sp. NRRL 18262, é combinado com
uma exopeptidase, ou uma preparacdo de protease tendo atividade de
exopeptidase, por exemplo uma preparacdo de protease derivado de
Aspergillus  oryzae, como divulgado em WO094/25580, tal como
Flavourzyme® (Novozymes NS, Dinamarca).

Em uma forma de realizag@o particular, a endopeptidase para o
uso de acordo com a invengéo tem 6tima atividade de pH préximo ao neutral,
quando determinado pela hidrolise de caseina e reagfo subsequente de
peptideos soltveis em TCA com o-ftaldialdeido e 2-mercaptoetanol seguido
pela medig@o da absorbancia do completo resultante a 340 nm.

O termo 6tima atividade pH préximo ao neutro pode significar
que a endopeptidase tem um O6timo pH no intervalo de pH 5.5 a 11,
preferivelmente pH 7 a 11, mais preferivelmente pH 8 a 11, ainda mais
preferivelmente pH 9.5 a 10.5 e mais preferivelmente em torno de pH 10.

Em uma outra forma de realizagéo particular, a endopeptidase
para o uso de acordo com a inveng¢do € termoestavel.

O termo termoestavel pode significar que a temperatura a pH 9
¢ pelo menos 50 °C ou pelo menos 55 °C, preferivelmente pelo menos 60 °C,
mais preferivelmente pelo menos 65 °C e ainda mais preferivelmente pelo
menos 67 °C, tal como cerca de 70 °C, quando determinado pela hidrdlise de
caseina como descrito acima.

Hidrolisado de caseina

Caseina no contexto da presente invengdo é o grupo
predominante de proteinas no leite, que pode contra por 75 a 80 % de todas as
proteinas no leite e queijo. A forma solivel de caseina pode ser coagulado por
acidos e/ou por coalho.

Em uma forma de realizagdo preferida, a caseina ¢ de leite de
vaca.

Caseina a ser usada no método da invencdo pode, por
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exemplo, ser na forma de caseinato de sodio, caseinato de potassio ou
caseinato de calcio.

No método da invencdo, o material de caseina ¢ tipicamente
misturado ou dispersado em 4gua para formar uma pasta que compreende
cerca de 1 % a cerca de 25 % 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 outra forma de realizagdo, a pasta pode compreender cerca de 6
% a cerca de 10 % de proteina em peso. Em uma forma de realizagdo
adicional, a pasta pode compreender cerca de 11 % a cerca de 15 % de
proteina em peso. Ainda em outra forma de realizagdo, a pasta pode
compreender cerca de 16 % a cerca de 20 % de proteina em peso. Ainda em
outra forma de realizac&o, a pasta pode compreender cerca de 21 % a cerca de
25 % de proteina em peso. Em uma forma de realizagdo preferida, a pasta
pode compreender cerca de 5 % a cerca de 25 % de proteina em peso.

Apo0s o material de proteina ser dispersado em agua, o pH e/ou
a temperatura de pasta de proteina pode ser ajustado deste modo como para
otimizar a reagdo de hidrolise e em particular, para garantir que a
endopeptidase usada nas fungdes de reagédo de hidrodlise proximo a este 6timo
nivel de atividade. O pH da pasta de proteina pode ser ajustado e monitorado
de acordo com os métodos geralmente conhecidos na técnica. O pH da pasta
de proteina pode ser ajustado de cerca de 5 a cerca de 10. Em uma forma de
realizagdo, o pH da pasta de proteina pode ser ajustado de cerca de 6 a cerca
de 9. Em uma forma de realizag@o preferida, o pH da pasta de proteina pode
ser ajustado de cerca de 6,5 a cerca de 8. O pH da pasta de proteina pode ser
mantido em tal nivel durante a reagdo de hidrdlise ou pode ser deixado
diminuir como a reagdo de hidrélise procede. A temperatura da pasta de
proteina € preferivelmente ajustado e mantido de cerca de 45 °C a cerca de 70
°C durante a reag@o de hidroélise de acordo com os métodos conhecidos na

técnica. Em uma forma de realizagfo preferida, a temperatura da pasta de
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proteina pode ser ajustada e mantida de cerca de 63 °C a cerca de 70 °C
durante a reagdo de hidrdlise. Em geral, as temperaturas acima desta faixa
pode inativar endopeptidase, enquanto as temperaturas abaixo ou acima desta
faixa tende-se a diminuir a atividade de endopeptidase.

A reag¢do de hidrdlise € geralmente iniciada pela adi¢do de
endopeptidase a uma pasta do material de proteina. Alternativamente, a
enzima pode ser dispersada em agua e o material de proteina adicionado
levemente apods agitagdo. O método posterior pode ser vantajoso quando a
preparacdo de uma pasta de proteina concentrada para evitar que a
viscosidade tornar-se muito alto.

Preferivelmente, a quantidade de endopeptidase usado no
método de invencio é de cerca de 0,005 a cerca de 100 AU (como definido
abaixo) por kg de caseina, preferivelmente de cerca de 0,01 a cerca de 50 AU
por kg de caseina, mais preferivelmente de cerca de 0,02 a cerca de 30 AU
por kg de caseina.

Uma unidade Anson (AU) € definida como uma quantidade de
enzima que estd sob condi¢des padrdo (isto € 25 °C, pH 7.5 e 10 minutos do
periodo de reacdo) digere a hemoglobina em uma taxa inicial tal que esta é
liberada por minuto em uma quantidade de produto solivel TCA que da a
mesma cor com reagente de fenol como um miliequivalente de tirosina.
Quando a determinacdo da atividade AU, a concentragdo de hemoglobina
pode preferivelmente ser em torno de 1,3 %.

A quantidade de endopeptidase adicionada ao material de
proteina pode e variara dependendo da fonte do material de proteina, o grau
desejado de hidrdlise e a duracdo da reagdo de hidrolise. A quantidade de
endopeptidase pode variar de cerca de 1 mg da proteina de enzima a cerca de
5000 mg da proteina de enzima por kg de caseina. Em uma forma de
realizagdo preferida, a quantidade pode variar de 1 mg da proteina de enzima

a cerca de 1000 mg da proteina de enzima por kg de caseina. Em outra forma
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de realizagdo preferida, a quantidade pode variar de cerca de 5 mg de proteina
de enzima a cerca de 500 mg de proteina de enzima de kg por caseina.

Como sera apreciado pela pessoa habilitada, a duragdo da
reacdo de hidrolise pode e variard. Geralmente falando, a dura¢do da reagéo
de hidroélise pode variar de poucos minutos a muitas horas, tal como, de cerca
de 30 minutes a cerca de 48 horas.

Preferivelmente, o tratamento com endopeptidase resulta em
um hidrolisado de caseina 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 2 %
a cerca de 8 %.

O grau de hidrolise (DH) expressa a extensdo da hidrélise de
proteina obtida pelo método. No contexto da invenc¢do, o grau de hidrolise
(DH) é definido como seguem:

DH = (numero de liga¢des de peptideos clivadas / nimero
total de ligagGes de peptideos) x 100 %

A pessoa habilitada conhecerd como para medir o DH. Este
pode, por exemplo, ser feito usando um método como descrito em Adler-
Nissen, J., 1986, Enzymatic Hydrolysis of Food Proteins, Capitulo 5, pp. 122-
124.

Apods completar a etapa b), a endopeptidase pode ser inativada.
Tal inativa¢do pode ser realizada por qualquer método conhecido na técnica,
por exemplo pelo aquecimento de pelo menos 75 °C, tal como pelo menos 80
°C ou pelo menos 85 °C.

Em uma forma de realizagdo, o método da inven¢do ainda
compreende o tratamento da composicdo de caseina com uma ou mais
enzimas adicionais tendo atividade de protease. Tal enzima proteolitica
adicional pode ser um ou mais endopeptidases e/ou um ou mais

exopeptidases. Um ou mais exopeptidase pode ser, por exemplo, um ou mais
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aminopeptidases e/ou um ou mais carboxipeptidase.

Incubagdo com a endopeptidase tendo pelo menos 50 % de
identidade a SEQ ID N°: 1 e incubagdo com uma ou mais enzimas adicionais
tendo a atividade de protease ndo pode ser simultaneamente realizado. Isto &,
se as enzimas proteoliticas nfo realizam o mesmo pH e/ou a mesma
temperatura, a composi¢do de caseina pode ser incubada com uma (ou mais)
enzimas proteoliticas como primeiro, seguido pelo ajuste opcional de pH e/ou
temperatura e incubagdo subsequente com outras enzimas proteoliticas.

Quando usando uma ou mais enzimas adicionais tendo a
atividade de protease, o hidrolisado de caseina resultante pode ter um grau
mais alto de hidrélise (DH) do que indicado acima. Este pode, por exemplo,
ter um grau de hidrolise de cerca de 5 a 25 %.

Um hidrolisado de caseina obtido pelo método da invengdo
pode ser usado em um produto alimenticio, por exemplo em uma bebida. Um
produto alimenticio de acordo com a presente invengdo pode ser qualquer
produto pretendido para o consumo humano. Exemplos ndo limitantes de tais
produtos alimenticios incluem barras de nutri¢do, bebidas misturadas secas,
bebidas esportivas, bebidas energéticas e formula infantil. Um hidrolisado de
caseina obtido pelo método da inveng@o também pode ser usado na nutri¢do
clinica, por exemplo em hospitais.

EXEMPLO 1

Comparagdo de hidrélise de caseinato de so6dio com
endopeptidase de Nocardiopsis sp. NRRL 18262 tem a sequéncia mostrada na
SEQ ID N°: 1 e Alcalase® 2.4L. (Novozymes A/S, Dinamarca)

Hidrélise com protease:

Preparagdo de proteina:
Caseinato de sédio, Miprodan 30 de Aria Foods, Dinamarca,
88 % de proteina: 15 g + 285 g de 4gua. O produto de caseinato foi

recolocado em suspensdo a uma suspensdo de 5 % p/v com 4&gua
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desmineralizada (Milli Q). A 4agua foi aquecida a 60 °C e a proteina
adicionada a agua Milli Q enquanto a agita¢gdo em um misturador, 1 a 2
minutos ou até a proteina foi recolocada em suspensdo/solubilizada.

Ajuste de pH:

O pH foi ajustado a 8.0 com 4 N de NaOH e foi mantido
durante a reacdo de hidroélise.

Dosagem de enzima:

A protease Nocardiopsis e Alcalase 2.4L foram dosados a 10,
50 e 100 mg de proteina de enzima (ep)kg de proteina. A enzima foi
afniazenada em gelo durante o manuseio.

Tratamento de enzima:

Temperatura: 60 °C +/- 1 °C

Tempo: 120 minutos.

A enzima foi adicionada a suspensdo de proteina em um
agitador magnético em um banho de 4gua. A enzima foi adicionada quando a
temperatura na solugdo de proteina tem reagido a 60 °C.

Inativagdo de calor / armazenagem:

Imediatamente apds o tratamento de enzima, as amostras
foram aquecidas, tratadas em 15 minutos a 85 °C em um banho de agua de
agitacdo. As amostras foram esfriadas em gelo e refrigeradas a 4 °C durante a
noite.

Ap6s incubagdo a 4 °C durante a noite a solubilidade e grau de
hidrolise foram avaliados.

Solubilidade:

A solubilidade foi medida a pH 4.0 e 6.5 usando um analisador

de proteina/nitrogénio Leco FP 528 medindo um teor de proteina e nitrogé€nio
por um método de combustdo. O teor de nitrogénio foi medido na fragédo
soluvel e solubilidade foi calculada como o teor de nitrogénio na porcentagem

do teor de substincia seca total.
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Grau de hidrdlise:

O grau de hidrolise da suspensio foi medido por pH stat como
descrito em Adler-Nissen, J., 1986, Enzymatic Hydrolysis of Food Proteins,
Capitulo 5, pp. 122-124.

Resultados:
Grau de hidrolise:
Concentragéo de protease (mg/kg de Alcalase Endopeptidase Nocardiopse
material caseinado)
0 (referéncia) 0,62
10 2,87 2,42
50 7,17 5,61
100 10,92 7,30
Solubilidade pH 6.5:
Concentragio de Solubilidade Solubilidade/DH
protease (mg/kg de Alcalase Endopeptidase Alcalase Endopeptidase
material caseinado) Nocardiopse Nocardiopse
0 (referéncia) 98,7 -
10 76,5 92,1 26,7 38,1
50 79,0 90,3 11,0 16,1
100 86,9 95,2 8,0 13,0
Solubilidade pH 4.0: v
Concentragio de Solubilidade Solubilidade/DH
protease (mg/kg de Alcalase Endopeptidase Alcalase Endopeptidase
material caseinado) Nocardiopse Nocardiopse
0 (referéncia) 5,4 -
10 29,3 42,0 10,2 174
50 73,3 70,4 10,2 12,6
100 84,5 73,9 7,7 10,1
Conclusio:

r

E visto que em uma dada concentragdo de protease, a
endopeptidase de Nocardiopsis d4 um grau similar ou moderadamente baixo
de hidrdlise do que Alcalase. Entretanto, na solubilidade pH 6.5 foi visto ser
geralmente mais alto com Nocardiopsis endopeptidase do que com Alcalase
ambos na dada concentracdo de protease € em um dado grau de hidrolise.
Também ao pH 4.0, a solubilidade / DH foi claramente mais alto para o
hidrolisado obtido com a endopeptidase Nocardiopsis do que para o
hidrolisado obtido com Alcalase. No pH 6.5, a solubilidade do controle ndo
hidrolisado foi mais alto do que dos produtos hidrolisados. Mas de um ponto

funcional de vista, isto é com relagdo a capacidade de emulsificagdo e
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alergenicidade, ¢ frequentemente desejavel ter uma certa hidrdlise de proteina
(aumento em DH). Considerando a partir de um ponto sensorial de vista, o
DH nio deve ser muito alto, como DH aumentado frequentemente resulta na
severidade aumentada de hidrolisados de caseina.

Além disso, a inspegdo visual revela uma suspensdo uniforme
quando o uso de endopeptidase Nocardiopse como o catalisador enquanto
Alcalase sob as dadas condigdes ndo foi uniforme (formag¢do de massa

uniforme).
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REIVINDICACOES

I. Método para produzir um hidrolisado de caseina, que
compreende:

a) adicionar, 2 uma composi¢io que compreende caseina,

b) incubar a fim de hidrolisar a caseina,

caracterizado pelo fato de que

a endopeptidase tem a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
N° 1,e
o grau de hidrolise do hidrolisado de caseina € de 0,1 a 20%.

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

fato de que o pH 6timo da endopeptidase esta entre pH 9,5 e pH 10,5.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de que a temperatura 6tima da endopeptidase em pH 9 € pelo menos
60 °C.
4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a

3, caracterizado pelo fato de que a endopeptidase € de Nocardiopsis.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

4, caracterizado pelo fato de que a endopeptidase € adicionada em uma
concentragdo de 10 a 100 mg de proteina de enzima por kg de caseina.
6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

5, caracterizado pelo fato de que a endopeptidase é adicionada em uma

atividade entre 0,02 e 30 AU por kg de caseina.
7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a

6, caracterizado pelo fato de que a composi¢do compreende 5% a 25% de

caseina.
8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

7, caracterizado pelo fato de que o hidrolisado de caseina tem um grau de

hidrélise de pelo menos 2%.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
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8, caracterizado pelo fato de que ainda compreende o tratamento da

composi¢do de caseina com uma ou mais enzimas tendo atividade de
protease.
10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1

5 a9, caracterizado pelo fato de que ainda compreende tratamento da

composi¢do de caseina com uma ou mais exopeptidases.
11. Uso de um hidrolisado de caseina produzido pelo método

como definido em qualquer uma das reivindicacdes de 1 a 10, caracterizado

pelo fato de ser em um produto alimenticio.
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