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DESCRIPCIÓN 
 

Método para la producción de un hidrolizado de caseína 
 
Referencia a un listado de secuencias 5 
 
[0001] E sta s olicitud co ntiene u n l istado de se cuencias en f ormato legible por  o rdenador. El formato legible p or 
ordenador se incorpora aquí por referencia. 
 
Campo técnico 10 
 
[0002] La pr esente i nvención se  r efiere a un m étodo par a l a pr oducción de un hi drolizado de ca seína usa ndo u na 
endopeptidasa microbiana. 
 
Antecedentes de la invención 15 
 
[0003] Los hidrolizados de c aseína s e usa n par a el e nriquecimiento d e l as proteínas, por  ej emplo, en beb idas para 
deportistas, y en otras bebidas dietéticas, bebidas en pol vo, barritas nutritivas, fórmulas para lactantes, etc. Los 
hidrolizados de caseína en algunos casos han resultado ser menos alergénicos que los hidrolizados de proteína de 
suero, lo que los hace potencialmente más útiles, por ejemplo, en fórmulas para lactantes. Los hidrolizados de caseína 20 
pueden se r f abricados usando enzimas proteolíticas para h idrolizar la ca seína. En l a f abricación i ndustrial de 
hidrolizados de caseína, la solubilidad alta o suspendibilidad de la proteína hidrolizada es importante, desde ambos, un 
punto de vista del  proceso, desde un punto de v ista puramente de rendimiento/económico y por una sensación en la 
boca y propiedades sensoriales. Ha sido por lo tanto objeto de los presentes inventores identificar enzimas proteolíticas 
que son útiles para preparar hidrolizados de caseína con una alta solubilidad, tal como una alta solubilidad con pH bajo 25 
y/o una alta solubilidad con un grado de hidrólisis bajo o moderado. 
 
[0004] Las endopeptidasas que han resultado ser aplicables según la presente invención han sido descritas 
previamente. Por ejemplo, la endopeptidasa derivada de Nocardiopsis sp. NRRL 18262 se divulga en el documento 
WO88/03947 (aquí se hace referencia a la cepa como cepa Nocardiopsis sp. 10R) y el documento WO01/58276. Otras 30 
endopeptidasas relacionadas que s on útiles según la i nvención se descr iben en l os documentos WO88/03947, 
WO04/111220, WO04/111222, WO04/111223, WO05/123911 y WO04/072279. 
 
[0005] El d ocumento WO 03/ 007730 di vulga un pr oceso co mprendiendo proteína de ca seína hidrolizada con un a 
endoproteasa específica de prolina. 35 
 
Resumen de la invención 
 
[0006] Los presentes inventores han identificado endopeptidasas que han resultado ser aplicables en la producción de 
hidrolizados de caseína con una alta solubilidad y que dan lugar a suspensiones uniformes. Tales endopeptidasas son 40 
funcionalmente m ás eficaces que ot ras endopeptidasas usadas en l a t écnica, cuando se  co mparan co n u na m isma 
cantidad de proteínas enzimáticas, lo que resulta en una economía de producto mejor para los productores de 
hidrolizados de ca seína. Consecuentemente, l a pr esente i nvención se  refiere a u n m étodo p ara l a pr oducción de  un 
hidrolizado de caseína, comprendiendo: a) adición de una endopeptidasa con al menos un 50% de identidad con la SEC 
ID n.º: 1 a una composición comprendiendo caseína y b) incubación para hidrolizar la caseína. 45 
 
Descripción detallada de la invención 
 
Endopeptidasa 
 50 
[0007] El término endopeptidasa como se utiliza en este caso es una enzima que hidroliza enlaces peptídicos internos 
(tiene actividad de endopeptidasa). 
 
[0008] No hay limitaciones en el origen de la endopeptidasa para uso según la invención. Así, el término endopeptidasa 
incluye no sólo endopeptidasas naturales o de tipo salvaje, sino también cualquier mutante, variantes, fragmentos, etc., 55 
de las mismas, que exhibe actividad de endopeptidasa, al igual que endopeptidasas sintéticas, tal como endopeptidasas 
redistribuidas. Variantes d e e ndopeptidasa genéticamente modificada se p ueden preparar como se co noce 
generalmente en l a t écnica, por e jemplo, por m utagénesis dirigida, p or P CR ( usando un f ragmento de P CR c on la 
mutación deseada co mo u no de  l os cebadores en l as r eacciones PCR), o p or m utagénesis aleatoria. Ejemplos d e 
variantes de endopeptidasa, co mo se us an en el pr esente c ontexto, so n en dopeptidasas en  e l que un o o m ás 60 
aminoácidos han sido eliminados, insertados o sustituidos por otros aminoácidos. 
 
[0009] Ejemplos de endopeptidasas para uso según la invención son 
 
 (i) la endopeptidasa derivada de Nocardiopsis sp. NRRL 18262, divulgada en el documento WO01/58276, cuya 65 
 secuencia se muestra como SEC ID n.º: 1 del presente documento; 
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 (ii) en dopeptidasas con al  menos 50, 55 , 60,  65,  70,  75, 80,  8 5, 9 0 o al  m enos 95%  de identidad d e 
 aminoácido con la endopeptidasa de (i); 
 (iii) m utantes, va riantes o f ragmentos de l as endopeptidasas de ( i) o ( ii) ex hibiendo act ividad de  
 endopeptidasa. 5 
 
[0010] P ara los fines de l a p resente i nvención, el  alineamiento de dos secuencias de am inoácidos puede ser 
determinado usando el programa Needle del paquete EMBOSS (http://emboss.org) versión 2.8.0. El programa Needle 
implementa el algoritmo de alineación global descrito en N eedleman, S. B. and Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. Biol. 48, 
443-453. La matriz de sustitución usada es BLOSUM62, la penalización de abertura del espacio es 10, y la penalización 10 
de extensión de espacio es 0.5. 
 
[0011] E l gr ado de  i dentidad ent re dos secuencias de aminoácidos se c alcula co mo e l núm ero d e co rrespondencias 
exactas en una alineación de las dos secuencias, dividido por la longitud de la más corta de las dos secuencias. El 
resultado se expresa en porcentaje de identidad. 15 
 
[0012] Una correspondencia exacta ocurre cuando las dos secuencias tienen residuos de aminoácidos idénticos en las 
mismas p osiciones de la co incidencia. La longitud de una se cuencia e s el n úmero d e r esiduos de aminoácido en l a 
secuencia (por ejemplo, la longitud de la SEC ID n.º: 1 es 188). 
 20 
[0013] Como ejemplos de endopeptidasas bacterianas aplicables para uso según la invención pueden ser mencionadas 
también l a endopeptidasa d e Nocardiopsis alba (previamente Nocardiopsis dassonvillei) NRRL 1 8133 descrita e n el 
documento WO88/03947, las endopeptidasas d e Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 4 3235, 
Nocardiopsis alba DSM 15647, Nocardiopsis sp. DSM 16424 y l a pr oteasa s intética 22, descritas las cuatro e n el 
documento WO04/111220, la endopeptidasa de Nocardiopsis prasina DSM 15648 descrita en el documento 25 
WO04/111222, l a end opeptidasa de Nocardiopsis prasina DSM 156 49 descr ita e n el docu mento WO04/111223, l as 
endopeptidasas de Nocardiopsis prasina (previamente Nocardiopsis alba) DSM 14010, Nocardiopsis alkaliphila DSM 
44657 y Nocardiopsis lucentensis DSM 44048, descritas las tres en el documento WO05/123911, las endopeptidasas de 
Brachysporiella gayana CGMCC 0865, Metarhizium anisopliae, Gliocladium sp. CBS 114001, Periconia sp. CBS 
114002, Periconia sp. CBS 114000 y Curvularia lunata de CBS 114003, descritas las 6 en WO04/072279, y mutantes, 30 
variantes o fragmentos de cualquiera de éstas que muestren actividad de endopeptidasa. 
 
[0014] Una endopeptidasa para uso según la invención es una endopeptidasa microbiana, preferiblemente una 
endopeptidasa bacteriana, indicando el término bacteriano, que la endopeptidasa se derivada de, o tiene origen en, una 
bacteria, o es un análogo, un fragmento, una variante, un mutante, o una endopeptidasa sintética derivada de una 35 
bacteria. Se puede producir o expresar en la cepa bacteriana de tipo salvaje original, en otra cepa microbiana, o en una 
planta; es decir, el término abarca la expresión de endopeptidasas de tipo salvaje de origen natural, al igual que la 
expresión en cualquier huésped de endopeptidasas recombinantes, genéticamente modificadas o sintéticas. 
 
[0015] En el proceso de la invención, la endopeptidasa puede ser purificada. El término "purificada" como se utiliza en 40 
este caso abarca preparaciones de proteína enzimática en las que la preparación ha sido enriquecida para la proteína 
enzimática en cuestión. Tal enriquecimiento podría ser por ejemplo: la eliminación de las células del organismo del cual 
se produjo una proteína enzimática extracelular, la eliminación de material no-proteínico por una precipitación específica 
de proteína o el  uso de un p rocedimiento cromatográfico en el  que la proteína enz imática en cu estión se adsorbe de 
forma selectiva y se eluye de una matriz cromatográfica. La endopeptidasa puede haber sido purificada a una extensión 45 
tal que s ólo haya pr esentes cantidades menores de otras proteínas. La e xpresión " otras proteínas" se refiere en 
particular a otras enzimas. Una endopeptidasa para ser usada en el método de la invención puede ser "sustancialmente 
pura", es decir, sustancialmente libre de otros componentes del organismo en el que fue producido, que puede ser, bien 
un microorganismo de origen natural o un microorganismo huésped genéticamente m odificado par a la producción 
recombinante de la endopeptidasa. 50 
 
[0016] No obstante, para los usos según la invención, la endopeptidasa no necesita tener tal grado de pureza. Puede, 
por ejemplo, incluir otras enzimas, incluso otras endopeptidasas. 
 
[0017] En un aspecto preferido, la endopeptidasa para ser usada en el método de la invención ha sido purificada para 55 
contener al  m enos un 20%, pr eferiblemente al  m enos un 30%, al  m enos un 40% o  al  m enos un 50%  (p/p) de la 
endopeptidasa en cu estión de un t otal de proteína. La c antidad de e ndopeptidasa s e pue de ca lcular a par tir de una 
medición de actividad de la preparación dividida por la actividad específica de la endopeptidasa (actividad/mg PE), o se 
puede cuantificar por SDS-PAGE o cu alquier otro método conocido en la técnica. La c antidad total de proteína puede 
ser medida, por ejemplo, por análisis de aminoácido. 60 
 
[0018] El uso de la endopeptidasa según la presente invención se puede combinar con el uso de otras enzimas, po r 
ejemplo, otras proteasas. En una forma de realización preferida, una endopeptidasa, por ejemplo, la que se deriva de 
Nocardiopsis sp. NRRL 18 262, se c ombina co n un a exopeptidasa o u na preparación d e pr oteasa co n act ividad d e 
exopeptidasa, por ejemplo, una preparación de proteasa derivada de Aspergillus oryzae, como descrito en el documento 65 
WO94/25580, tal como Flavourzyme® (Novozymes A/S, Dinamarca). 
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[0019] En una forma de realización particular, la endopeptidasa para uso según la invención tiene una actividad de pH 
óptima cercana a la neutra, cuando se determina por hidrólisis de caseína y reacción posterior de péptidos ATC-solubles 
con oftaldialdehído y 2-mercaptoetanol seguido de la medición de la absorbencia del complejo resultante a 340 nm. 
 
[0020] El término actividad de pH óptima cercana a la neutra puede significar que la endopeptidasa tiene un pH óptimo 5 
en el intervalo de pH 5.5-11, preferiblemente pH 7-11, más preferiblemente pH 8-11, incluso más preferiblemente pH 
9.5-10.5, y de la forma más preferible alrededor de pH 10. 
 
[0021] En otra forma de realización particular, la endopeptidasa para uso según la invención es termoestable. 
 10 
[0022] El término termoestable puede significar que l a temperatura óptima con pH 9 es al menos 50 °C o al  menos 55 
°C, preferiblemente al menos 60 °C, más preferiblemente al menos 65 °C, e incluso más preferiblemente al menos 67 
°C, tal como aproximadamente 70 °C, cuando se determina por hidrólisis de caseína como se ha descrito anteriormente. 
 
Hidrolizado de caseína 15 
 
[0023] En el contexto de la presente invención, la caseína es el grupo predominante de proteínas en la leche, que puede 
dar cuenta del 75-80% de todas las proteínas en la leche y el queso. La forma soluble de la caseína se puede coagular 
con ácidos y/o con cuajo. 
 20 
[0024] En una forma de realización preferida, la caseína es de leche de vaca. 
 
[0025] La caseína para ser usada en el método de la invención puede, por ejemplo, estar en forma de caseinato sódico, 
caseinato de potasio o caseinato de calcio. 
 25 
[0026] En el método de la invención, el material de caseína es típicamente mezclado o dispersado en agua para formar 
un compuesto acuoso comprendiendo alrededor de un 1% hasta aproximadamente un 25% en peso de proteína. En una 
forma de realización, el compuesto acuoso puede comprender de aproximadamente un 1% hasta aproximadamente un 
5% en peso de proteína. En otra forma de realización, el compuesto acuoso puede comprender de aproximadamente un 
6% hasta aproximadamente un  10% en peso de proteína. En ot ra forma de realización, el  compuesto acuoso puede 30 
comprender de apr oximadamente un 11% hast a aproximadamente un 15% en peso de proteína. En otra f orma d e 
realización, el compuesto acuoso puede comprender de aproximadamente un 16% hasta aproximadamente un 20% en 
peso de proteína. En otra forma de realización adicional, el compuesto acuoso puede comprender de aproximadamente 
un 21% ha sta aproximadamente un 25% en peso d e pr oteína. En u na f orma d e r ealización preferida, e l compuesto 
acuoso puede comprender de aproximadamente un 5% hasta aproximadamente un 25% en peso de proteína. 35 
 
[0027] D espués de qu e el  m aterial de pr oteína se h a dispersado e n ag ua, el  p H y/o l a t emperatura del  compuesto 
acuoso de pr oteína se  puede aj ustar p ara opt imizar l a r eacción d e h idrólisis, y en particular, par a ase gurar qu e la 
endopeptidasa usada en la reacción de hidrólisis funciona cerca de su nivel de actividad óptimo. El pH del compuesto 
acuoso de proteína se puede ajustar y monitorizar según los métodos generalmente conocidos en la técnica.  El pH del 40 
compuesto acuoso de proteína se puede ajustar a partir de aproximadamente 5 hasta aproximadamente 10. En una 
forma de r ealización, el  pH  del  compuesto acu oso de pr oteína se  puede a justar de apr oximadamente 6 ha sta 
aproximadamente 9. En una forma de realización preferida, el pH del compuesto acuoso de proteína se puede ajustar a 
partir de aproximadamente 6.5 hasta aproximadamente 8. El pH del compuesto acuoso de proteína se puede mantener 
a tal ni vel dur ante l a reacción de hi drólisis o se le puede permitir reducirse a medida que avanza la reacción de 45 
hidrólisis. La t emperatura del  compuesto acu oso de pr oteína se aj usta pr eferiblemente y se m antiene de 
aproximadamente 45 °C a aproximadamente 70 °C durante la reacción de hidrólisis conforme a los métodos conocidos 
en la técnica. En una forma de realización preferida, la temperatura del compuesto acuoso de proteína se puede ajustar 
y mantener de aproximadamente 63 °C hasta aproximadamente 70 °C durante la reacción de hidrólisis. En general, las 
temperaturas superiores a este intervalo pueden inactivar la endopeptidasa, mientras que las temperaturas inferiores o 50 
superiores a este intervalo tienden a ralentizar la actividad de la endopeptidasa. 
 
[0028] La reacción de hidrólisis se inicia generalmente añadiendo la endopeptidasa al compuesto acuoso de material de 
proteína. Alternativamente, la enzima se puede dispersar en agua y el material de proteína se puede añadir lentamente 
mientras se remueve. Éste último método puede ser ventajoso al preparar un compuesto acuoso de proteína 55 
concentrado para evitar que la viscosidad se vuelva demasiado alta. 
 
[0029] Preferiblemente, la cantidad de endopeptidasa usada en el método de la invención es de aproximadamente 0.005 
hasta aproximadamente 100 UA (como se def ine a co ntinuación) p or kg  d e ca seína, preferiblemente de  
aproximadamente 0.01 hast a aproximadamente 50 UA por kg  de c aseína, más preferiblemente de aproximadamente 60 
0.02 hasta aproximadamente 30 UA por kg de caseína. 
 
[0030] Una Unidad Anson (UA) se define como la cantidad de enzima que en condiciones estándar (es decir 25 °C, pH 
7.5 y 10 minutos de t iempo de r eacción) d igiere hemoglobina a un a velocidad inicial tal que por  minuto se l ibera una 
cantidad de  pr oducto so luble A TC que  d a el m ismo c olor co n r eactivo de f enol co mo un  m iliequivalente de t irosina. 65 
Cuando se determina la actividad de UA, la concentración de hemoglobina puede estar preferiblemente alrededor de 
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1.3%. 
 
[0031] La cantidad de endopeptidasa añadida al material de proteína puede variar y variará dependiendo de la fuente 
del material de proteína, el grado de hidrólisis deseado y la duración de la reacción de hidrólisis. La cantidad de 
endopeptidasa puede variar desde aproximadamente 1 mg de proteína enzimática hasta aproximadamente 5000 mg de 5 
proteína enzimática por kilogramo de caseína. En una forma de realización preferida, la cantidad puede variar de 1 mg 
de proteína enzimática hasta aproximadamente 1000 m g de  pr oteína enzimática p or kilogramo de  caseína. En otra 
forma d e r ealización pr eferida, l a ca ntidad puede va riar desde a proximadamente 5 m g de  pr oteína e nzimática h asta 
aproximadamente 500 mg de proteína enzimática por kilogramo de caseína. 
 10 
[0032] Como será apreciado por el experto en la materia, la duración de la reacción de hidrólisis puede variar y variará. 
En términos generales, la duración de l a reacción de hi drólisis puede variar desde unos pocos minutos a varias horas, 
tal como, desde aproximadamente 30 minutos hasta aproximadamente 48 horas. 
 
[0033] Preferiblemente, el tratamiento con endopeptidasa da como resultado un hidrolizado de caseína con un grado de 15 
hidrólisis (GH) de sde apr oximadamente 0.1% hast a aproximadamente 20%, más preferiblemente d esde 
aproximadamente 0.5% h asta aproximadamente 10% o de sde aproximadamente 0.5% hast a aproximadamente 8%, 
incluso más preferiblemente desde aproximadamente 2% hasta aproximadamente 8%. 
 
[0034] E l grado d e h idrólisis ( GH) e xpresa l a extensión de la hidrólisis de  pr oteína obtenida por el  m étodo. En el 20 
contexto de la invención, el grado de hidrólisis (GH) se define de la siguiente manera: 
 

GH = (Número de enlaces de péptidos divididos / Número total de enlaces de péptidos) x 100% 
 
[0035] El experto en la técnica sabrá cómo medir el  GH. Puede, por ejemplo, hacerse usando un  m étodo como se  25 
describe en Adler-Nissen, J., 1986, Enzymatic Hydrolysis of Food Proteins, capítulo 5, págs. 122-124. 
 
[0036] Después de haber completado el paso b), se puede inactivar la endopeptidasa. Tal inactivación se puede realizar 
mediante cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, por calentamiento hasta al menos 75 °C, así como por 
ejemplo hasta al menos 80 °C o al menos 85 °C. 30 
 
[0037] En una forma de realización, el método de la invención comprende además el tratamiento de la composición de 
caseína con una o más enzimas adicionales con actividad de proteasa. Tal enzima proteolítica adicional puede ser una 
o más endopeptidasas y/o una o más exopeptidasas. La una o más exopeptidasas pueden ser, por ejemplo, una o más 
aminopeptidasas y/o una o más carboxipeptidasas. 35 
 
[0038] La incubación con la endopeptidasa con al menos un 50% de identidad con la SEC ID n.º: 1 y la incubación con 
la una o más enzimas adicionales con actividad de proteasa no pueden ser realizadas simultáneamente. Es decir, si las 
enzimas proteolíticas no actúan con el  mismo pH  y/o l a m isma t emperatura, l a co mposición de  ca seína s e p uede 
incubar con una (o más) enzima(s) proteolítica(s) primeramente, seguido de un ajuste opcional de pH y/o temperatura e 40 
incubación posterior con la(s) otra(s) enzima(s) proteolítica(s). 
 
[0039] Cuando se usan una o más enzimas adicionales con actividad de proteasa, el hidrolizado de caseína resultante 
puede tener un grado más alto de hidrólisis (GH) que el indicado anteriormente. Puede tener por ejemplo, un grado de 
hidrólisis de aproximadamente 5-25%. 45 
 
[0040] Un hidrolizado de caseína obtenido por el método de la invención se puede utilizar en un producto alimenticio, 
por ejemplo, en una bebida. Un producto alimenticio según la presente invención puede ser cualquier producto 
destinado par a co nsumo h umano. Ejemplos no lim itativos de t ales productos alimenticios incluyen bar ritas nutritivas, 
bebidas en polvo, bebidas para deportistas, bebidas energéticas y fórmulas para lactantes. Un hidrolizado de caseína 50 
obtenido por el método de la invención puede ser usado también en nutrición clínica, por ejemplo, en hospitales. 
 
Ejemplo 1 
 
Comparación de hidrólisis de caseinato sódico con endopeptidasa de Nocardiopsis sp. 55 
NRRL 18262 con la secuencia mostrada en la SEC ID n.º: 1 y Alcalase® 2.4L (Novozymes A/S, Dinamarca) 
 
Hidrólisis con proteasa: 
 
Preparación de proteína: 60 
 
[0041] Caseinato sódico, Miprodan 30 de Arla Foods, Dinamarca, 88% de proteína: 15 g + 285 g de agua. El producto 
de caseinato se suspendió en una suspensión de 5% p/v con agua desmineralizada (Milli Q). El agua se calentó a 60 
°C, y la proteína se añadió al agua Milli Q mientras se removía en un mezclador, 1-2 minutos o hasta que la proteína 
quedó suspendida/solubilizada. 65 
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Ajuste de pH: 
 
[0042] El pH se ajustó a 8.0 con 4 N NaOH y se mantuvo durante la reacción de hidrólisis. 
 
Dosificación enzimática: 5 
 
[0043] La proteasa de Nocardiopsis y Alcalase 2.4L se dosificaron en 10, 50 y 100 mg de proteína enzimática (pe)/kg de 
proteína. La enzima se almacenó en hielo durante la manipulación. 
 
Tratamiento enzimático: 10 
 
[0044] 
 
 Temperatura: 60 °C +/- 1 °C 
 Tiempo: 120 min. 15 
 
[0045] La enzima se añadió a la suspensión de proteína en un agitador magnético en un baño de agua. La enzima se 
añadió cuando la temperatura en la solución de proteína alcanzó 60 °C. 
 
Inactivación térmica / almacenamiento: 20 
 
[0046] Inmediatamente después del tratamiento enzimático, las muestras se trataron térmicamente durante 15 min. a 85 
°C en un baño de agua con agitación. Las muestras se enfriaron en hielo y se refrigeraron a 4 °C durante la noche. 
 
[0047] Tras la incubación a 4°C durante la noche, se evaluaron la solubilidad y el grado de hidrólisis. 25 
 
Solubilidad: 
 
[0048] La solubilidad se midió con pH 4.0 y 6 .5 usando un analizador de proteína/nitrógeno Leco FP 528 midiendo el 
contenido de proteína y n itrógeno p or un método d e co mbustión. El co ntenido de n itrógeno se midió en l a f racción 30 
soluble y la solubilidad se calculó como el contenido de nitrógeno en porcentaje del contenido total de materia seca. 
 
Grado de hidrólisis: 
 
[0049] El grado de hidrólisis de la suspensión se midió por estadística pH como se describe en Adler-Nissen, J., 1986, 35 
Enzymatic Hydrolysis of Food Proteins, capítulo 5, págs. 122-124. 
 
Resultados: 
 
[0050] Grado de hidrólisis: 40 
 

Proteasa konc (mg/kg material de caseinato) Alcalase Endopeptidasa de Nocardiopsis 
0 (Referencia) 0.62 

10 2.87 2.42 

50 7.17 5.61 

100 10.92 7.30 
 
Solubilidad pH 6.5: 
 
[0051] 45 
 

Proteasa konc (mg/kg material 
de caseína) 

Solubilidad Solubilidad / GH 

 Alcalase Endopeptidasa de 
Nocardiopsis 

Alcalase Endopeptidasa de 
Nocardiopsis 

0 (Referencia) 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 
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Solubilidad pH 4.0: 
 
[0052] 
 

Proteasa konc (mg/kg 
material de caseína) 

Solubilidad Solubilidad / GH 

 Alcalase Endopeptidasa de Nocardiopsis Alcalase Endopeptidasa de Nocardiopsis 
0 (Referencia) 5,4 - 

10 29.3 42.0 10.2 17.4 

50 73.3 70.4 10.2 12.6 

100 84.5 73.9 7.7 10.1 
 5 
Conclusión: 
 
[0053] Se puede observar que con una concentración de proteasa dada, la endopeptidasa de Nocardiopsis dio un grado 
similar o m oderadamente inferior de hi drólisis que Alcalase. No obstante, con pH 6.5 se observó que l a solubilidad fue 
generalmente más alta co n endopeptidasa de Nocardiopsis que co n A lcalase, am bas con una c oncentración de 10 
proteasa dada y con un grado de hidrólisis dado. También con pH 4.0, la solubilidad / GH fue claramente más alta para 
el hidrolizado obtenido con la endopeptidasa de Nocardiopsis que para el hidrolizado obtenido con Alcalase. Con pH 
6.5, la solubilidad del control no hidrolizado fue superior que la de los productos hidrolizados. Pero desde un punto de 
vista funcional, es decir, en cuanto a la capacidad emulsionante y alergenicidad, es deseable frecuentemente tener una 
cierta hidrólisis de proteína (aumento en GH). Mientras que desde un p unto de vista sensorial, el  GH no debería ser 15 
demasiado al to, ya que un GH aumentado f recuentemente da l ugar a  un amargor aumentado de l os hidrolizados de 
caseína. 
 
[0054] Además, una inspección vi sual reveló una suspensión uniforme con el  uso de  endopeptidasa de Nocardiopsis 
como el catalizador, mientras que Alcalase en las condiciones dadas no era uniforme (formación de grumos). 20 
 
Listado de secuencias 
 
[0055] 

 25 
<110> Novozymes A/S 
 
<120> Método para la producción de un hidrolizado de caseína 
 
<130> 11466.204-WO 30 
 
<160> 1 
 
<170> Versión de patentIn 3.5 
 35 
<210> 1 
<211> 188 
<212> PRT 
<213> Nocardiopsis sp. 
 40 
<400> 1 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Método para la producción de un hidrolizado de caseína, comprendiendo: 
 
 a) adición de una endopeptidasa con al menos un 50% de identidad con la SEC ID n.º: 1 a una co mposición 5 
 comprendiendo caseína, e 
 b) incubación para hidrolizar la caseína. 
 
2. Método según la reivindicación 1, en el que la endopeptidasa tiene al menos un 60% de identidad con la SEC ID n.º: 
1. 10 
 
3. Método según la reivindicación 1, en el que la endopeptidasa tiene al menos un 80% de identidad con la SEC ID n.º: 
1. 
 
4. Método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el pH óptimo de la endopeptidasa está entre 15 
pH 9.5 y pH 10.5. 
 
5. Método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la temperatura óptima de la endopeptidasa 
con pH 9 es de al menos 60 °C. 
 20 
6. Método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la endopeptidasa es de Nocardiopsis. 
 
7. M étodo según cualquiera de l as reivindicaciones precedentes, en e l q ue la endopeptidasa s e añ ade con una 
concentración de entre 1 y 1000 mg de proteína enzimática por kg de caseína. 
 25 
8. Método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la endopeptidasa se añade con una actividad 
de entre 0.01 y 50 UA por kg de caseína. 
 
9. Método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la composición comprende desde 
aproximadamente 5% hasta aproximadamente 25% de caseína. 30 
 
10. Método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el hidrolizado de caseína tiene un grado de 
hidrólisis de al menos 2%. 
 
11. Método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende además el tratamiento de la 35 
composición de caseína con una o más enzimas adicionales con actividad de proteasa. 
 
12. Método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende además el tratamiento de la 
composición de caseína con una o más exopeptidasas. 
 40 
13. Hidrolizado de caseína producido por el método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes. 
 
14. U so d e un  hi drolizado d e ca seína pr oducido según el m étodo de cualquiera d e l as reivindicaciones 1-12 e n un 
producto alimenticio. 
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