ES 2293012 T3

@ Numero de publicacién: 2 293 012

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS GD int. Cl.:
A23L 1/03 (2006.01)
ESPANA A21D 8/04 (2006.01)

A23L 1/217 (2006.01)
A23L 1/105 (2006.01)
C12N 9/82 (2006.01)

C12N 15/52 (2006.01)

@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 03753343 .7
Fecha de presentacién : 10.10.2003

Numero de publicacion de la solicitud: 1553848
Fecha de publicacion de la solicitud: 20.07.2005

Titulo: Método para preparar un producto tratado con calor.

Prioridad: 11.10.2002 DK 2002 01547 (@ Titular/es: Novozymes A/S
Krogshoejvej 36
2880 Bagsvaerd, DK

Fecha de publicacién de la mencién BOPI: @ Inventor/es: Budolfsen, Gitte;
16.03.2008 Jensen, Morten, Tovborg;

Heldt-Hansen, Hans, Peter;

Stringer, Mary, Ann y

Lange, Lene

Fecha de la publicacién del folleto de la patente: Agente: Tomas Gil, Tesifonte Enrique
16.03.2008

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2293012 T3

DESCRIPCION

Meétodo para preparar un producto tratado con calor.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un método para preparar un producto tratado con calor con un bajo contenido
en agua a partir de materia prima comprendiendo hidrato de carbono, proteina y agua. También se refiere a una
asparraginasa para usarla en el método.

Antecedentes de la invencion

E. Tabeke et al. (J. Agric. Food Chem., 2002, 50, 4998-5006) informé que se forma acrilamida durante el calenta-
miento de alimentos ricos en almidén a altas temperaturas. La formacién de acrilamida ha sido asignada a la reaccién
Maillard (D.S. Mottram et al., R.H. Stadtler er al., Nature, 419, 3 Octubre 2002, 448-449).

D. V. Zyzak et al. (J. Agric. Food Chem., 2003, 51, 4782-4787) presenté un mecanismo para la formacién de
acrilamida a partir de la reaccion del aminodcido asparragina y un compuesto con carbonilo a temperaturas de coccién
tipicas.

WO 00/56762 expone etiquetas de secuencia expresada (EST) de A. oryzae.

Kim, K.-W.; Kamerud, J.Q.; Livingston, D.M.; Roon, R.J., (1988) Asparraginasa de Saccharomyces cerevisiae.
Caracterizacion del gen ASP3. J. Biol Chem. 263:11948, expone la secuencia péptida de una asparraginasa extracelu-
lar.

Resumen de la invencion

Segtn la invencién, la formacién de acrilamida durante el tratamiento con calor de materia prima comprendiendo
hidrato de carbono, proteina y agua se reduce al tratar la materia prima con una enzima antes del tratamiento con calor.
Por consiguiente, la invencién provee un polipéptido que tiene actividad asparraginasa y que tiene una secuencia de
aminodcidos que es al menos idéntica en un 90% a la SEC ID NO: 2 (opcionalmente truncada en los residuos 27-378,
30-378, 75-378 o0 80-378). La invencién también provee un polinucleétido que codifica el polipéptido y un método de
preparacion de un producto tratado con calor, que comprende las fases secuenciales de:

a) proveer una materia prima comprendiendo hidrato de carbono, proteina y agua

b) tratar la materia prima con el polipéptido, y

c¢) tratar con calor hasta alcanzar un contenido de agua final por debajo del 35% en peso.
Descripcion detallada de la invencion
Materia prima y tratamiento enzimdtico

La materia prima comprende hidrato de carbono, proteina y agua, normalmente en cantidades de 10-90% o 20-
50% de hidrato de carbono del peso total. El hidrato de carbono puede consistir principalmente en almidén, y puede
incluir azicares de reduccion tales como glucosa, p. ej. afladido como jarabe de glucosa, miel o dextrosa seca. La
proteina puede incluir aminodcidos libres tales como asparragina y glutamina (opcionalmente sustituidas).

La materia prima puede incluir tubérculos, patatas, granos, avena, cebada, maiz, trigo, frutos secos, frutas, fruta
seca, bananas, sésamo, centeno y/o arroz.

La materia prima puede ser en forma de una masa comprendiendo ingredientes finamente divididos (p. €j. harina)
con agua. El tratamiento enzimatico puede ser hecho mezclando (amasando) la enzima en la masa y opcionalmente
dejando que la enzima actie. La enzima puede ser afiadida en forma de una solucién acuosa, un polvo, un granulado
o polvo aglomerado. La masa puede ser conformada en formas deseadas, p. ej. formando hojas, cortdndola y/o por
extrusion.

La materia prima puede también estar en forma de piezas vegetales intactas, p. ej. rodajas u otras piezas de patata,
fruta o bananas, frutos secos enteros, granos enteros etc. El tratamiento enzimatico puede comprender sumergir las
piezas de vegetal en una solucién enzimdtica acuosa y opcionalmente aplicar infusién de vacio. Las piezas intactas
pueden opcionalmente ser blanqueadas por inmersién en agua caliente, p. €j. a 70-100°C, bien antes o después del
tratamiento enzimatico.

La materia prima puede ser grano destinado a hacer un malteado, p. ej. malteado de cebada o trigo. El tratamiento
enzimdtico del grano puede ser hecho antes, durante o después del malteado (germinacién).
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La materia prima antes del tratamiento térmico normalmente tiene un contenido de agua del 10-90% en peso y es
normalmente poco acidico, p. ej. tiene un pH de 5-7.

Tratamiento con calor

El proceso de la invencién implica un tratamiento con calor a alta temperatura hasta alcanzar un contenido de
agua final (contenido de humedad) en el producto por debajo del 35% en peso, normalmente 1-20%; 1-10% o 2-5%.
Durante el tratamiento térmico, la temperatura en la superficie del producto puede alcanzar 110-220°C, p. ej. 110-
170°C o 120-160°C.

El tratamiento con calor puede implicar freir, particularmente freir profundamente en tri- y/o digicéridos (aceite
o grasa vegetal o animal, opcionalmente hidrogenada), p. ej. a temperaturas de 150-180°C. El tratamiento con calor
puede también implicar coccidn en aire caliente, p. €j. a 160-310°C o0 200-250°C durante 2-10 minutos, o calentamiento
sobre una plancha caliente. Ademds, el tratamiento con calor puede implicar el desecado de malta verde.

Producto tratado con calor

El proceso de la invencién puede ser usado para producir un producto tratado con calor con bajo contenido de
agua a partir de materia prima conteniendo hidrato de carbono y proteina, normalmente productos alimenticios ami-
diceos fritos o cocidos a temperaturas altas. El producto tratado con calor puede ser consumido directamente como
un producto comestible o puede ser usado como ingrediente para un tratamiento adicional para preparar un producto
comestible o potable.

Ejemplos de productos para ser consumidos directamente son productos de patata, patatas fritas (de aperitivo),
patatas fritas, croquetas de patatas, patatas asadas, cereales de desayuno, tostadas, muesli, galletas, galletas saladas,
productos para aperitivo, tortillas mejicanas de trigo, frutos secos asados, galletas de arroz (“senbei” japonés), barqui-
llos, gofres, pasteles calientes, y panqueques.

La malta (p. ej. malta caramelizada o la llamada malta de chocolate) suele ser adicionalmente procesada maceran-
dola y elaborandola para hacer cerveza.

Enzima capaz de reaccionar con asparragina o glutamina (opcionalmente sustituidas) como sustrato
La enzima es capaz de reaccionar con asparragina.

La enzima se usa en una cantidad que es eficaz para reducir la cantidad de acrilamida en el producto final. La
cantidad puede estar en el rango de 0,1-100 mg de proteina enzimética por kg de sustancia seca, particularmente 1-10
mg/kg. La asparraginasa puede ser afiadida en una cantidad de 10-100 unidades por kg de sustancia seca donde una
unidad liberard 1 micromol de amonio de L-asparraguina por min a pH 8,6 a 37°C.

Asparraginasa

La asparraginasa (EC 3.5.1.1) puede ser derivada de Aspergillus oryzae. Tiene la secuencia de aminodcidos mostra-
da en SEC ID NO: 2 (opcionalmente truncada en los residuos 27-378, 30-378, 75-378 o 80-378), o una secuencia que
es al menos idéntica en el 90% (particularmente al menos 95%). Puede ser producida usando la informacién genética
en SEC ID NO: 1 por ejemplo, como se describe en un ejemplo.

Los inventores insertaron el gen que codifica la asparraginasa de A. oryzae en E. coli y depositaron el clon segin
las condiciones del tratado de Budapest en el DSMZ - Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen
GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D-38124 Braunschweig. El nimero de depdsito fue DSM 15960, depositado el 6
Octubre 2003.

Alineamiento e identidad

La enzima y la secuencia de nucledtidos de la invencién tienen homologias a las secuencias descritas en al menos
90% o al menos 95%, p. ej. al menos 98%.

Para los objetivos de la presente invencidn, los alineamientos de secuencias y el célculo de la puntuacién de
identidad se hicieron usando un alineamiento Needleman-Wunsch (es decir alineamiento global), ttil para tanto el
alineamiento de la proteina como de ADN. Las matrices de marcado por defecto BLOSUMS50 y la matriz de identidad
son usadas para los alineamientos de proteina y de ADN respectivamente. La penalizacién para el primer residuo en
un hueco es -12 para proteinas y -16 para ADN, mientras la penalizacién para residuos adicionales en un hueco es -2
para proteinas y -4 para ADN. El alineamiento es del paquete FASTA version v20u6 (W. R. Pearson y D. J. Lipman
(1988), “Improved Tools for Biological Sequence Analisis”, PNAS 85:2444-2448, y W. R. Pearson (1990) “Rapid and
Sensitive Sequence Comparison with FASTP and FASTA”, Métodos en Enzimologia; 183:63-98).
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Oxidorreductasa capaz de reaccionar con un aziicar de reduccion como sustrato

El método de la invencién puede comprender ademds tratar la materia prima con una oxidorreductasa capaz de
reaccionar con un azicar de reduccién como sustrato. La oxidorreductasa puede ser una oxidasa o dehidrogenasa
capaz de reaccionar con un azicar de reduccién como sustrato tal como glucosa y maltosa.

La oxidasa puede ser una glucosa oxidasa, una piranosa oxidasa, una hexosa oxidasa, una galactosa oxidasa (EC
1.1.3.9) o una hidrato de carbono oxidasa que tiene una actividad mds alta en maltosa que en glucosa. La glucosa
oxidasa (EC 1.1.3.4) puede ser derivada de Aspergillus Niger p. ej. teniendo la secuencia de aminodcidos descrita
en US 5094951. La hexosa oxidasa (EC 1.1.3.5) puede ser derivada de especies de algas tales como Iridophycus
flaccidum, Chondrus crispus y Euthora cristata. La piranosa oxidasa puede ser derivada de Basidiomycete fungi,
Peniophora gigantean, Aphyllophorales, Phanerochaete chrysosporium, Polyporus pinsitus, Bierkandera adusta o
Phlebiopsis gigantean. La hidrato de carbono oxidasa que tiene una actividad mds alta en maltosa que en glucosa

puede ser derivada de Microdochium o Acremonium, p. ej. de M. nivale (US 6165761), A. strictum, A. fusidioides o A.
potronii.

La dehidrogenasa puede ser glucosa dehidrogenasa (EC 1.1.1.47, EC 1.1.99.10), galactosa deshidrogenasa (EC
1.1.1.48), D-aldohexosa dehidrogenasa (EC 1.1.1.118, EC 1.1.1.119), celobiosa dehidrogenasa (EC 1.1.5.1, p. ej. de
Humicola insolens), fructosa dehidrogenasa (EC 1.1.99.11, EC 1.1.1.124, EC 1.1.99.11), aldehido deshidrogenasa
(EC 1.2.1.3, EC 1.2.1.4, EC 1.2.1.5). Otro ejemplo es glucosa-fructosa oxidorreductasa (EC 1.1.99.28).

La oxidorreductasa se usa en una cantidad que es eficaz para reducir la cantidad de acrilamida en el producto
final. Para la glucosa oxidasa, la cantidad puede estar en el rango de 50-20,000 (p. ej. 100-10,000 o 1,000-5,000)
GODU/kg de sustancia seca en la materia prima. Una GODU es la cantidad de enzima que forma 1 ymol de peréxido
de hidrégeno por minuto a 30°C, pH 5,6 (tampdn de acetato) con glucosa 16,2 gil (90 mM) como sustrato usando un
periodo de incubacién de 20 min. Para otras enzimas, la dosificacién puede ser encontrada de forma similar analizando
con el sustrato apropiado.

Ejemplos
Medios
DAP2C-1
1 g KH,PO,
2¢g Acido citrico, monohidrato
30 g maltodextrina
6 g K3PO43H20
0,5 g extracto de levadura
0,5 ml solucién de metales traza
1 ml Plurénico PE 6100 (BASF, Ludwigshafen, Alemania)
Los componentes son mezclados en un litro de agua destilada y repartidos en frascos, afiadiendo 250 mg
de CaCO3 a cada porcién de 150 ml.
El medio es esterilizado en un autoclave. Tras el enfriamiento se afiade lo siguiente a 1 litro de medio:

23 ml 50% p/v (NH,), HPO,, filtro esterilizado

33 ml 20% éacido lactico, filtro esterilizado

Solucion de metales traza
6,8 g ZnCl,
2,5 g CUSO4-5H,0

0,24 g NiCl,-6H,0
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13,9 g FeSO,4-7H,0
8,45 g MnSO,-H,0O
3g Acido citrico, monohidrato

Los componentes son mezclados en un litro de agua destilada.

Ensayo de actividad de asparraginasa
Soluciones concentradas
50 mM tampo6n Tris, pH 8.6
189 mM Solucién de L-Asparraguina
1,5 M Acido tricloroacético (ATC)
Reactivo de Nessler, Aldrich Stock No. 34,514-8 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo. USA)

Asparraginasa, Sigma Stock No. A4887 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo. USA)

Ensayo
Reaccion enzimdtica
500 micro-1 tampén
100 micro-1 Solucién de L-asparraguina
350 micro-1 agua
son mezclados y equilibrados a 37°C.

se afiaden 100 micro-1 de solucidn enzimadtica y las reacciones son incubadas a 37°C durante 30 minutos.

Las reacciones son detenidas colocdndolas en hielo y afiadiendo 50 micro-1de 1,5 M ATC.

Las muestras son mezcladas y centrifugadas durante 2 minutos a 20,000 g.

Medicion de amonio libre

Se mezclan 50 micro-1 de la reaccién enzimética con 100 micro-1 de agua y 50 micro-1 de reactivo de Nessler. La
reaccion es mezclada y la absorbencia es medida a 436 nm después de 1 minuto.

Estdandar

El concentrado de asparraginasa (Sigma A4887) es diluido 0,2, 0,5, 1, 1,5, 2, y 2,5 U/ml.

Ejemplo 1

Expresion de una asparraginasa de Aspergillus oryzae en Aspergillus oryzae

Se generaron bibliotecas de ADNc de ARNM de Aspergillus oiyzae, se ordenaron y almacenaron en una base de
datos de ordenador como se describe en WO 00/56762.

Se comparé la secuencia péptida de asparraginasa de Saccharomyces cerevisiae (Kim, K.-W.; Kamerud, J.Q.;
Livingston, D.M.; Roon, R.J., (1988) Asparraginasa II de Saccharomyces cerevisiae. Caracterizacién del gen ASP3.
J. Biol. Chem. 263:11948), con traducciones de las secuencias de ADNc parcial de Aspergillus oryzae usando el
programa TFASTXY , version 3.2t07 (Pearson et al. Genomics (1997) 46:24-36). Se identificé una secuencia de A.
oryzae traducida como teniendo una identidad del 52% para asparraginasa de levadura a través de un recubrimiento de
165 aminodcidos. Se determind la secuencia completa del inserto de ADNc del clon correspondiente (depositado como

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2293012 T3

DSM 15960) y se presenté como SEC ID NO: 1, y el péptido traducido de esta secuencia, AoASP, es presentado como
SEC ID NO: 2. Esta secuencia fue usada para designar cebadores para la amplificacién PCR del gen de codificacién
A0ASP de DSM 15960, con sitios de restriccidon apropiados afiadidos a las extremidades del cebador para facilitar
la subclonacién del producto PCR (cebadores AoASP7 y AoASPS, SEC ID Nos: 14 y 15). La amplificacién PCR
fue realizada usando Extensor Hi-Fidelity PCR Master Mix (ABgene, Surrey, U.K.) siguiendo las instrucciones del
fabricante y usando una temperatura de anelacién de 55°C para los primeros 5 ciclos y 65°C para un ciclo adicional y
un tiempo de extensién de 1,5 minutos.

El fragmento de PCR fue restringido con BamHI 'y HindIIl y clonado en el vector de expresion Aspergillus pMStr57
usando técnicas estandares. El vector de expresiéon pMStr57 contiene los mismos elementos que pCaHj483 (WO
98/00529), con modificaciones menores hechas al promotor NA2 de Aspergillus como se describe para el vector
pMT2188 en WO 01/12794, y tiene secuencias para la seleccién y propagacién en E. coli, y seleccidn y expresion
en Aspergillus. Especificamente, la seleccién en Aspergillus es facilitada por el gen amdS de Aspergillus nidulans,
que permite el uso de acetamida como unica fuente de nitrégeno. La expresion en Aspergillus es mediada por un
promotor (NA2) de amilasa II neutra modificada de Aspergillus Niger que es fundido en la secuencia lider 5 del
gen de codificacion de triosa fosfato isomerasa (tpi) de Aspergillus nidulans, y el terminador del gen de codificacién
de amiloglucosidasa de Aspergillus Niger. El gen de codificacién de asparraginasa del constructo de expresion de
Aspergillus resultante, pMStr90, fue secuenciado y la secuencia coincidia completamente con aquella determinada
previamente para el inserto de DSM 15960.

La Cepa de Aspergillus oryzae BECh2 (WO 00/39322) fue transformada con pMStr90 usando técnicas estdndares
(Christensen, T. et al., (1988), Biotecnologia 6, 1419-1422). Los transformantes fueron cultivados en medio DAP2C-1
agitado a 200 rpm a 30°C y la expresion de AoASP fue controlada por SDS-PAGE y midiendo la actividad enzimatica.

Ejemplo 2
Purificacion de asparraginasa

El caldo de cultivo del ejemplo precedente fue centrifugado (20000 x g; 20 min) y los sobrenadantes fueron
cuidadosamente decantados de los precipitados. Los sobrenadantes combinados fueron filtrados a través de una placa
Seitz EKS para eliminar el resto de las células huéspedes de Aspergillus. El producto filtrado por EKS fue transferido
a 10 mM tris/HCI, pH 8 en una columna sephadex G25 y aplicado a una columna Q sefarosa HP equilibrada en el
mismo tampoén. Después del lavado de la columna Q sefarosa HP extensivamente con el tampdn de equilibrado, la
asparraginasa fue eluida con un gradiente lineal de NaCl (0 — 0,5 M) en el mismo tampo6n. Se analiz6 la actividad de
asparraginasa de las fracciones de la columna (usando el tampén Universal pH 6,0) y se agruparon las fracciones con
actividad. Se afadi6 sulfato de amonio a la agrupacién a 2,0 M de concentracion final y la agrupacién fue aplicada a
una columna Phenyl Toyopearl S equilibrada en 20 mM de 4cido succinico; 2,0 M (NH,),SO,, pH 6,0. Después del
lavado de la columna de fenilo extensivamente con el tamp6n de equilibrado, la enzima fue eluida con un gradiente
lineal (NH4),SO, (2,0 — OM) en el mismo tamp6n. Se analizé de nuevo la actividad de la asparraginasa en las
fracciones de la columna y se analizaron adicionalmente las fracciones activas por SDS-PAGE. Las fracciones que
se juzgaron que s6lo contenia la asparraginasa, fueron agrupadas como la preparacién purificada y fue usada para
una caracterizacién adicional. La asparraginasa purificada fue hetereogéneamente glicosilada juzgado a partir del
Gel de SDS-PAGE teiiido con Coomassie y, ademads, la secuenciacion de N-terminal de la preparacion revel6 que la
preparacién contenia formas de asparraginasa diferentes, ya que se hallaron cuatro N-terminales diferentes empezando
en los aminodcidos A27, S30, G75 y A80 respectivamente de la SEC ID NO: 2. No obstante, la secuenciacién de N-
terminal también indic6 que la preparacion purificada fue relativamente pura pues no se hallaron otras secuencias de
N-terminal por el andlisis.

Ejemplo 3
Propiedades de asparraginasa
La asparraginasa purificada del ejemplo precedente fue usada para la caracterizacion.
Ensayo de asparraginasa
Se usé un ensayo enzimatico acoplado. La Asparraginasa fue incubada con asparragina y el amonio liberado fue
determinado con un equipo de amonio de Boehringer Mannheim (cat. no. 1 112 732) basado en glutamato deshidro-

genasa y oxidacion de NADH a NAD* (puede ser medida como una reduccién en A375). Por lo tanto la reduccién en
absorbencia a 375 nm fue tomada como una medida de actividad asparraginasa.
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Sustrato de 10mg/ml L-asparraguina (Sigma A-7094) fueron disueltos en

asparragina: tampones Universales y el pH fue ajustado a los valores de pH
indicados con HCI o NaOH.

Temperatura: controlada

Tampones 100 mM acido succinico; 100 mM HEPES; 100 mM CHES; 100

universales: mM CABS; 1 mM CaCl,, 150 mM KCI; 0,C1% Triton X-100

ajustados a valores de pH 2,0, 3,0, 4,0, 5,0,6,0,70, 8,0, 9,0, 10,0,
11,0y 12,0 con HCI o NaOH.

Reactivo de 500 mM ATC (&cido tricloroacético).

detencion:

Tampdn de 1,0M KH,PO4/NaQOH, pH 7,5.

ensayo:

Reactivo de 1 NADH pastilla + 1,0 ml botella 1 (contienen 2-oxoglutarato
amonio A: (segundo sustrato) y tampén) + 2,0 ml tampdn de ensayo.

Reactivo de 40 micro-| botella 3 (contienen glutamato deshidrogenasa) + 1460
amonio B: micro-l tampén de ensayo.

Se colocaron 450 micro-1 de sustrato de asparragina en hielo en un tubo de Eppendorf. Se afiadieron 50 micro-
I de una muestra de asparraginasa (diluida en 0.01% Tritén X-100). El ensayo fue iniciado transfiriendo el tubo de
Eppendorf a un termomezclador Eppendorf, que fue configurado a la temperatura de ensayo. El tubo fue incubado
durante 15 minutos en el termomezclador Eppendorf a su velocidad de agitacién maxima (1400 rpm). La incubacién
fue detenida transfiriendo el tubo de nuevo al bafio de hielo y afiadiendo 500 micro-1 de reactivo de detencion. El tubo
fue sometido a movimiento vorticial y centrifugado brevemente en una centrifuga enfriada con hielo para precipitar
las proteinas en el tubo. La cantidad de amonio liberado por la enzima fue medida por el procedimiento siguiente:
se transfirieron 20 micro-1 de sobrenadante a una placa de microtitulacién; se afiadieron 200 micro-1 de reactivo de
amonio A y se leyé A375 (A375 (inicial)). Luego se afiadieron 50 micro-1 de reactivo de amonio B y después de
10 minutos a temperatura ambiente la placa fue leida de nuevo (A375 (final)). A375 (inicial) - A375 (final) fue una
medida de actividad asparraginasa. Se incluy6 un tampén ciego en el ensayo (en vez de enzima) y la reduccién en
A375 en el tamp6n ciego fue restada de las muestras enzimaticas.

Actividad segiin pH, estabilidad segiin pH, y actividad segiin temperatura de asparraginasa

El ensayo de asparraginasa arriba fue usado para obtener a actividad segtin el perfil de pH, la estabilidad segtn el
perfil de pH al igual que la actividad segtn el perfil de temperatura a pH 7,0. Para la estabilidad segun el perfil de pH
la asparraginasa fue diluida 7x en los tampones Universales e incubada durante 2 horas a 37°C. Tras la incubacion las
muestras de asparraginasa fueron transferidas a un pH neutro, antes de ensayar la actividad residual, por dilucién en
el tampén Universal a pH 7.
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Los resultados para la actividad segun el perfil de pH a 37°C fueron los siguientes, con respecto a la actividad
residual después de 2 horas a pH 7,0 y 5°C:
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Los resultados para la estabilidad segtn el perfil de pH (actividad residual después de 2 horas a 37°C) fueron los

pH Asparraginasa
2 0,00
3 0,01
4 0,10
5 0,53
6 0,95
7 1,00
8 0,66
9 0,22
10 0.08
11 0,00

siguientes:
pH Asparraginasa
2,0 0,00
3.0 0,00
40 1,06
50 1,08
6.0 1,09
7.0 1,09
8.0 0,92
9,0 0,00
10,0 0,00
11,0 0,00
12,0 0.00
1,00
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Los resultados para el perfil de actividad segtn la temperatura (a pH 7,0) fueron los siguientes:

Temp (°C) |Asparraginasa
15 0,24
25 0,39
37 0,60
50 0,81
60 1,00
70 0,18

Otras caracteristicas

El peso molecular relativo determinado por SDS-PAGE fue visto como una banda ancha (una mancha) a Mr = 40-
65 kDa.

La secuenciacién de N-terminal mostré cuatro terminales diferentes, correspondiendo a los residuos 27-37, 30-40,
75-85 y 80-91 de la SEC ID NO: 2; respectivamente.

Ejemplo 4
Efecto de asparraginasa en el contenido de acrilamida en patatas fritas

Se prepar6 asparraginasa de A. oryzae teniendo la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID NO: 2 y se
purificé como en los ejemplos 1-2 y se afiadi6 en varias dosificaciones a patatas fritas hechas de 40 g de agua, 52,2 g
de escamas de patata deshidratada, 5,8 g de almidén de patata y 2 g de sal.

La harina y los ingredientes secos fueron mezclados durante 30 seg. La sal y la enzima fueron disueltas en el
agua, y la solucion fue ajustada a 30°C. La solucion fue afiadida a la harina. La masa fue adicionalmente mezclada
durante 15 min. La masa mezclada fue colocada en una bolsa de plastico cerrada y dejada reposar durante 15 min a
temperatura ambiente.

La masa fue luego inicialmente comprimida durante 60 seg en una prensa para masa.

Se extendi6 la masa en hojas y se dobl6 en un rodillo para pasta hasta obtener masa de 5 x 10 mm. La masa fue
luego pasada por un rodillo y dejada reposar durante 30 min en una bolsa de pldstico a temperatura ambiente. Se
extendi6 adicionalmente la masa en hojas con un espesor de hoja final de aprox 1.2 mm.

La hoja fue cortada en cuadrados de aprox 3 x 5 cm.

Las hojas fueron colocadas en un cesto de freir, colocadas en un bafio de aceite y fritas durante 45 seg a 180°C.

El cesto fue mantenido en un dngulo de 45° hasta que dej6 de gotear. Se retiraron los productos del cesto y se dejaron
enfriar en papel absorbente seco.
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Las patatas fritas fueron homogenizadas y se analiz6 la acrilamida. Los resultados fueron los siguientes:

Dosificaciéon de asparraginasa Acrilamida
U/kg sustancia seca de patata Micro-g por kg
0 5,200
100 4,600
500 3,100
1000 1,200
2000 150

Los resultados demuestran que el tratamiento de asparraginasa es eficaz para reducir el contenido de acrilamida en
patatas fritas, que la reduccién de acrilamida depende claramente de la dosificacién y que el contenido de acrilamida
puede ser reducido a un nivel muy bajo.

Ejemplo 5
Efecto de varias enzimas en el contenido de acrilamida en patatas fritas

Se prepararon patatas fritas como sigue con adicién de sistemas enzimdticos que son capaces de reaccionar en
asparragina, como se indica abajo.

Receta
Agua corriente 40¢g
Escamas de patata deshidratada 522¢g
Almidén de patata 58¢g
Sal 2g

Procedimiento de elaboracion de la masa

Se mezclaron las escamas de patata y almidon de patata durante 30 seg en un mezclador a velocidad 5. La sal y
la enzima son disueltas en el agua. La solucién es ajustada a 30°C +/- 1°C. Se para el mezclador y se aflade toda la
solucién de sal/enzima a la harina. La masa es adicionalmente mezclada durante 15 min.

Se coloca la masa en una bolsa de pléstico, se cierra la bolsa y se deja reposar la masa durante 15 min a temperatura
ambiente.

La masa es luego inicialmente comprimida durante 60 seg en una prensa para masa.

La masa es extendida en hojas y plegada en una maquina de rodillo de pasta hasta obtener masa de aprox. 5 x 10
mm. La masa es luego pasada alrededor de un rodillo y la masa es dejada reposar durante 30 min en una bolsa de
plastico a temperatura ambiente. La masa es adicionalmente preparada en hojas con un espesor de hoja final de aprox
1,2 mm.

Se corta la hoja en cuadrados de aprox 3 x 5 cm.

Las hojas son colocadas en un cesto de freir, colocadas en el bafio de aceite y fritas durante 60 seg a 180°C. Se

sujeta el cesto en un dngulo de 45° y se deja drenar el producto hasta que el aceite deje de gotear. Se retiran los
productos del cesto y se dejan enfriar en papel absorbente seco.
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Los resultados del andlisis de acrilamida fueron los siguientes:

Enzima Dosificacién de enzima por kg de Acrilamida
sustancia seca de patata Micro-g por kg

Ninguna (control) 0 4,100

Asparraginasa de Erwinia 1000 U/kg 150

Chrysanthemi A-2925

Glutaminasa (producto de 50 mg proteina enzimatica/kg 1,800

Daiwa)

Aminoacidoxidasa de 50 mg de proteina enzimatica/kg 1,300

Trichoderma harzianum
descrito en WO 9425574

Lacasa de Myceliophthora 5000 LAMU/kg + 75 mg de proteina 2,000
thermophila + peroxidasa de enzimatica/kg
Coprinus

Los resultados demuestran que todos los sistemas de enzima evaluados son eficaces para reducir el contenido de
acrilamida de patatas fritas.
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido teniendo actividad asparraginasa y teniendo una secuencia de aminodcidos que es al menos idéntica
en el 90% a la SEC ID NO: 2 (opcionalmente truncada en los residuos 27-378, 30-378, 75-378 6 80-378).

2. Polipéptido segtn la reivindicacion 1 con una secuencia de aminoécidos que es al menos idéntica en el 95% a la
SEC ID No: 2 (opcionalmente truncada en los residuos 27- 378, 30-378, 75-378 6 80-378).

3. Polinucleétido que codifica el polipéptido de la reivindicacion precedente.

4. Polinucledtido que codifica una asparraginasa y que comprende una secuencia de nucleétidos que es al menos
idéntica en el 90% a las secuencias de codificacién de la SEC ID NO: 1.

5. Método para preparar un producto tratado con calor, que comprende las fases secuenciales de:
a) proveer una materia prima que comprende hidrato de carbono, proteina y agua
b) tratar la materia prima con un polipéptido segin cualquier reivindicacién 1 6 2,y
c¢) tratar con calor hasta alcanzar un contenido de agua final por debajo del 35% en peso.

6. Método segun la reivindicacién 5 que ademds comprende tratar la materia prima con una oxidorreductasa capaz
de reaccionar con un azicar de reduccién como sustrato.

7. Método segun la reivindicacion 6 donde la oxidorreductasa capaz de reaccionar con un azicar de reduccion
como sustrato es una glucosa oxidasa una piranosa oxidasa una hexosa oxidasa una galactosa oxidasa (EC 1.1.3.9) o
un hidrato de carbono oxidasa teniendo una actividad mas alta en maltosa que en glucosa.

8. Método de cualquiera de las reivindicaciones 5-7 donde la materia prima estd en forma de masa y el tratamiento
enzimdtico comprende mezclar la enzima en la masa y opcionalmente mantenerla.

9. Método de cualquiera de las reivindicaciones 5-8 donde la materia prima comprende piezas de vegetal intactas
y el tratamiento enzimdtico comprende sumergir las piezas de vegetal en una solucién acuosa de la enzima.

10. Método de cualquiera de reivindicaciones 5-9 donde la materia prima comprende un producto de patata.

12
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LISTA DE SECUENCIAS
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