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DESCRIPCION
Asparaginasa estable frente al calor para la reduccion de acrilamida en productos alimenticios o estimulantes

La invencién se refiere al uso de una amidohidrolasa para el tratamiento de un producto alimenticio o de un
estimulante.

Los productos alimenticios que contienen hidratos de carbono se consumen desde hace milenios por los seres
humanos en todo el mundo. Los productos alimenticios de este tipo pueden obtenerse actualmente en las mas
diversas formas, por ejemplo en forma de pan crujiente, pan tostado, galletas, galletas saladas, pan para tostar,
cereales para el desayuno, bizcochos, chips de patata, chips de tortilla, patatas fritas, galletas de arroz, etc.

Durante el procesamiento, preparacion o tratamiento de productos alimenticios que contienen hidratos de carbono,
en particular durante procesos de calentamiento, tal como es el caso por ejemplo en el cocido, asado, tostado,
asado a la parrilla o al freir, se produce con frecuencia acrilamida, que se enriquece en consecuencia en estos
productos alimenticios. Un fendmeno similar se observa también durante el tratamiento de estimulantes, tales como
por ejemplo durante la preparacion de café.

En abril de 2002 se publicaron por las autoridades suecas para la seguridad alimentaria por primera vez resultados
de ensayos para determinar la carga de acrilamida de productos alimenticios. En el mismo afo, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) publicé un informe que discute, entre otras cosas, los riesgos para la salud que pueden ir
acompafados de una elevada carga de acrilamida en productos alimenticios (FAO/WHO: “Health Implications of
Acrylamide in Food”, Geneva, 2002).

La acrilamida es una sustancia que ataca directamente a la herencia genética humana (ADN). Asi mismo la
acrilamida se convierte por enzimas hepaticas en glicidamida, a la que se atribuye un efecto genotdxico. La
acrilamida asi como también la glicidamida forman compuestos con aminoacidos y bases nucleicas y pueden por lo
tanto modificar la estructura y la funcion de por ejemplo el ADN y la hemoglobina. En conjunto, la acrilamida se
clasifica por los expertos como cancerigena, de alteracion de la herencia genética, venenosa, irritante, sensibilizante
y perjudicial para la reproduccion.

La sustancia de partida mas importante para la generacion de la acrilamida en productos alimenticios es el
aminoacido asparagina, que aparece de manera ubicua en productos alimenticios tales como por ejemplo patatas,
arroz y cereales, pero también en café, frutos secos en concentraciones mas o menos elevadas. Si el producto
alimenticio/estimulante contiene también, ademas de asparagina, azucar, tal como por ejemplo fructosa o glucosa,
entonces se promueve aun mas la formacién de acrilamida a altas temperaturas.

Los procedimientos de tratamiento para productos alimenticios o estimulantes, que incluyen etapas de tratamiento
previo para la reduccion del contenido en acrilamida, se conocen ya por el estado de la técnica (véanse por ejemplo
los documentos US 7.037.040, US 2004/81724 o US 2005/ 202153). Por el estado de la técnica se conocen también
procedimientos en los que para el tratamiento previo se utilizan enzimas, en particular asparaginasas (véanse por
ejemplo los documentos WO 2006/128843, WO 2008/110513 o WO 2004/032648). Estas etapas de tratamiento
previo, que facilitaran la eliminacion, inactivacion y/o la extraccion de asparagina a partir de los productos
alimenticios o estimulantes que van a tratarse, son en parte muy costosas y/o requieren mucho tiempo.

De este modo, por ejemplo los procedimientos para el tratamiento de granos de café comprenden en cada caso
costosas etapas de secado, vaporizacién o humidificacion. Mediante etapas de tratamiento previo de este tipo se
abriran los poros de los granos de café, para poder extraer, reducir o inactivar mejor a continuacion la asparaginasa
contenida en los granos de café.

Durante un secado se calientan los granos de café a temperaturas por debajo de aproximadamente 50 °C para, a
continuacion, remojarse en disoluciones de inactivacion de asparagina, tales como por ejemplo lactato de calcio o
citrato de calcio.

Durante una vaporizacién/humidificacion se pulverizan los granos de café con vapor atmosférico o a baja presion o
con agua, absorbiéndose la humedad por los granos. Después de esto se tratan los granos, en una etapa separada,
habitualmente con disoluciones de inactivacion de asparagina.

Todas estas etapas de tratamiento previo expuestas anteriormente, costosas, y que requieren mucho tiempo llevan
directa o indirectamente a costes elevados, dado que prolongan el proceso de tratamiento global y lo encarecen
también en consecuencia.

Por lo tanto, la invencion se basa en el objetivo de mejorar los procedimientos de tratamiento conocidos por el
estado de la técnica de productos alimenticios o estimulantes. Mediante mejoras de este tipo se simplificaran en
particular etapas de tratamiento previo para la reduccidon del contenido en asparagina o acrilamida en productos
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alimenticios o estimulantes, para configurar el procedimiento de tratamiento global para que sea mas corto y mas
econdémico.

Este objetivo se resuelve mediante el objeto de las reivindicaciones.

Se descubrié sorprendentemente que los productos alimenticios o estimulantes pueden tratarse con el uso de una
amidohidrolasa, que después de una duracion de incubacién de 20 min a 70 °C presenta una actividad residual de al
menos el 75 %.

La invencion se refiere al uso de una amidohidrolasa. preferentemente asparaginasa, que después de una duracion
de incubacién de 20 min a 70 °C presenta una actividad residual de al menos el 75 % y un valor 6ptimo de
temperatura en el intervalo de 70 a 120 °C, para el tratamiento de un producto alimenticio o de un estimulante,
preferentemente para la disminucién del contenido en asparagina en el producto alimenticio o estimulante mediante
incubacién del producto alimenticio o del estimulante con la amidohidrolasa a una temperatura de incubacion de al
menos 70 °C, siendo la amidohidrolasa una asparaginasa, cuya secuencia de aminoacidos presenta una homologia
de al menos el 50 % con respecto a la secuencia de aminoacidos <SEQ ID NO: 2>. Mediante la disminucién del
contenido en asparagina se disminuye preferentemente también el contenido en acrilamida en el producto
alimenticio o estimulante, dado que la asparagina es un precursor de acrilamida, cuando el producto alimenticio o
estimulante se somete a un tratamiento térmico posterior.

La figura 1 muestra la recta de calibracion de la determinacién de iones amonio por medio de reactivo de
Nessler. eje x: cantidad de NH4 por 40 pl, eje y: densidad 6ptica (DO) a 436 nm. El coeficiente de correlacion
R* asciende 0,9979.

La figura 2 muestra la actividad enzimatica de la asparaginasa | de Pyrococcus furiosus a diferentes
temperaturas de incubacion. rA: actividad relativa (en %), T [°C]: temperatura en grados Celsius.

La figura 3 muestra la estabilidad frente a la temperatura de la asparaginasa | de Pyrococcus furiosus a una
temperatura de 95 °C. rA: actividad relativa (en %), min: tiempo en minutos. A partir de la grafica puede
apreciarse que la asparaginasa a 95 °C después de una duracion de incubacion de 60 minutos presenta una
actividad relativa o actividad residual de aproximadamente el 100 %.

La figura 4 muestra la estabilidad frente a la temperatura de la asparaginasa | de Pyrococcus furiosus a una
temperatura de 99 °C. rA: actividad relativa (en %), min: tiempo en minutos. A partir de la grafica puede
apreciarse que la asparaginasa a 99 °C después de una duracion de incubacion de 60 minutos presenta una
actividad relativa o actividad residual de aproximadamente el 70 %.

La figura 5 muestra la reduccion del contenido en acrilamida después de la tostacion de dos tipos de café
mediante tratamiento previo de los granos de café en bruto con la asparaginasa de acuerdo con la invencién de
acuerdo con el Ejemplo 4 a 80 °C. Blanco 1 y Muestra 1 - tipo de café arabica-mezcla, Blanco 2 y Muestra 2 -
tipo de café arabica de Brasil.

Las amidohidrolasas pertenecen a la familia de enzimas de las hidrolasas. Las amidohidrolasas se caracterizan
porque escinden/hidrolizan grupos amida. Estan reunidas bajo los numeros EC EC 3.5.1 y 3.5.2. (Enzyme
Commission number, de acuerdo con la definicion del Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB)).

La secuencia de ADN vy de polipéptidos de la asparaginasa | de Pyrococcus furiosus se conocen ya, por ejemplo a
partir de la base de datos del Instituto Europeo de Bioinformatica del Laboratorio Europeo de Biologia Molecular
(véase EMBL-EBI, Pyrococcus furiosus DSM 3638, nimero de acceso AE010296).

Por la expresion “actividad residual” en el sentido de la descripcién ha de entenderse la actividad enzimatica
especifica / volumétrica, que presenta una enzima después de una duraciéon de incubaciéon determinada a una
temperatura determinada, en comparacion con la actividad especifica/volumétrica original en el intervalo de su valor
optimo de temperatura, en condiciones de reaccién por lo demas idénticas (pH, sustrato, etc.). A este respecto, por
la actividad especifica/volumétrica de una enzima en el sentido de la descripcion ha de entenderse una cantidad
determinada de un sustrato que ha reaccionado (en umoles) por tiempo (en min) por cantidad de enzima (en mg o
ml). La actividad residual de una enzima resulta de la actividad especifica/volumétrica de la enzima después de la
duracion de incubacidon mencionada anteriormente dividida entre la actividad especifica/volumétrica original,
expresado en porcentaje (%). La actividad especifica de una enzima se indica en este sentido preferentemente en
U/mg, la actividad volumétrica de una enzima se indica preferentemente en U/ml. Como alternativa la actividad
especifica/volumétrica de una enzima, en el sentido de la descripcion, pude estar indicada en catal/mg o catal/ml.

La expresién “eficacia enzimatica”, que se denomina en ocasiones también como “eficacia catalitica” o “eficiencia
catalitica”, es en general conocida por el experto y se refiere a la velocidad de conversion de una enzima y se
expresa habitualmente a través de los cocientes de Kia/Kn, correspondiendo kgat @ la constante catalitica (también
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denominada turnover number) y el valor Ky a cada concentracion de sustrato, a la que la velocidad de reaccién se
encuentra a la mitad de su valor maximo. La eficacia enzimatica de una enzima puede indicarse como alternativa
también mediante la actividad especifica (umoles de sustrato que ha reaccionado x mg' x min”; véase
anteriormente) o la actividad volumétrica (umoles de sustrato que ha reaccionado x ml" x min”; véase
anteriormente). En relacion con la eficacia enzimatica puede remitirse a la bibliografia general tal como por ejemplo
Voet y col. “Biochemie”, 1992, VCH-Verlag, capitulo 13, paginas 331-332.

En formas de realizacion preferidas As-A7 a Fq-F7 la amidohidrolasa usada de acuerdo con la invencién en las
condiciones indicadas en la siguiente tabla presenta una actividad residual de preferentemente al menos el 75 %,
mas preferentemente al menos el 80 %, de la manera mas preferente al menos el 90 %:

N° Duracién Temperatura (°C)
A B C D E F

1 5 min 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100
2 10 min 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100
3 20 min 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100
4 30 min 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100
5 40 min 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100
6 50 min 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100
7 60 min 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100

En la tabla anterior significa por ejemplo forma de realizacién Cs, que la amidohidrolasa después de al menos 50
minutos a 70 °C presenta una actividad residual de al menos el 75 %, mas preferentemente al menos el 80 %, de la
manera mas preferente al menos el 90 %. En una forma de realizacién especialmente preferida la amidohidrolasa en
las condiciones expuestas anteriormente presenta una actividad residual en el intervalo de preferentemente el 75 -
100 %, mas preferentemente el 75 - 90 %.

En el caso de la amidohidrolasa utilizada se trata de una asparaginasa. Por una asparaginasa en el sentido de la
descripcion se entiende una enzima que cataliza la hidrdlisis de asparagina para dar aspartato y amonio. En una
forma de realizacion preferida se trata de una asparaginasa del tipo |, en otra forma de realizacién preferida se trata
de una asparaginasa del tipo II.

Preferentemente la amidohidrolasa, es decir la asparaginasa, es termoactiva.

“Termoactivas” en el sentido de la descripcion son aquellas amidohidrolasas, es decir asparaginasas, cuyo valor
6ptimo de temperatura se encuentra por encima de 50 °C.

El término “valor 6ptimo de temperatura” es conocido en general por el experto y se refiere al intervalo de
temperatura, en el que una enzima presenta su eficacia enzimatica maxima. En este contexto puede remitirse a la
bibliografia pertinente, tal como por ejemplo Voet y col. “Biochemie”, 1992, VCH-Verlag, capitulo 13, pagina 331; I.H.
Segel, Enzyme Kinetics: Behavior and Analysis of Rapid Equilibrium and Steady- ’ State Enzyme Systems, Wiley
Interscience, 1993; y A.G. Marangoni, Enzyme Kinetics: A Modem Approach, Wiley Interscience, 2002.

Preferentemente, en el sentido de la descripcion por el valor 6ptimo de temperatura ha de entenderse el intervalo de
temperatura en el que la amidohidrolasa usada de acuerdo con la invencién presenta al menos el 80 %,
preferentemente al menos el 90 % de la eficacia enzimatica maxima, en condiciones de reaccion por lo demas
constantes.

El valor 6ptimo de temperatura de la amidohidrolasa, es decir de la asparaginasa, se encuentra en el intervalo de 70
a 120 °C, mas preferentemente en el intervalo de 75 a 110 °C, alin mas preferentemente en el intervalo de 80 a 100
°C y de la manera mas preferente en el intervalo de 85 a 95 °C.

Por lo tanto, preferentemente las amidohidrolasas utilizadas de acuerdo con la invencién, es decir las
asparaginasas, no son solo termoestables (es decir resisten a un tratamiento térmico con respecto a su actividad
enzimatica), sino que son adicionalmente termoactivas (es decir sélo muestran su actividad enzimatica completa a
temperatura elevada).

Por el estado de la técnica no se conoce hasta el momento ningin procedimiento en el que se utilice una
asparaginasa termoactiva para el tratamiento de productos alimenticios o estimulantes para la reduccion del
contenido en acrilamida.

En una forma de realizacion preferida la amidohidrolasa, es decir asparaginasa, a una temperatura de
preferentemente 60 a 120 °C, mas preferentemente de 65 a 110 °C, ain mas preferentemente de 70 a 100 °C, de la
manera mas preferente de 75 a 100 °C y en particular de 80 a 90 °C presenta una actividad especifica de
preferentemente al menos 100, mas preferentemente al menos 200, aun mas preferentemente al menos 300, adn
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mas preferentemente al menos 500, de la manera mas preferente al menos 800 y en particular al menos 1000
unidades/mg, estando definida 1 unidad como la cantidad de amidohidrolasa que libera 1,0 umol de amoniaco por
minuto a partir de L-asparagina a la temperatura de reaccién correspondiente y un valor de pH de 8,6 (Tris-HCI 50
mM, ajuste de pH a 25 °C).

Se descubrié sorprendentemente que las asparaginasas termoactivas presentan ventajas considerables con
respecto a otras asparaginasas. De este modo, con ayuda de asparaginasas termoactivas puede llevarse a cabo la
escision de la asparagina a temperaturas comparativamente altas, mediante lo cual se consigue una compatibilidad
con procesos en los que altas temperaturas, en particular procesos de retencidn a altas temperaturas, desempefan
en todo caso un papel. Asi mismo la realizacion de la escision de la asparagina a altas temperaturas permite una
mayor velocidad de reaccion.

Durante el tratamiento enzimatico de granos de café es por ejemplo necesario dejar que los granos de café verdes
se hinchen con agua, antes de que puedan tratarse con enzima. Para poder tostar los granos de café entonces a
continuacion, éstos deben secarse de nuevo previamente. El tratamiento enzimatico de café requiere por lo tanto,
entre otras cosas, las siguientes etapas: a) humedecer; b) tratamiento enzimatico en estado humedecido; c) secar;
d) tostar.

Los procedimientos industriales habituales para la descafeinizacion o para garantizar el “aroma suave” comprenden
ya en todo caso las etapas de procedimiento mencionadas anteriormente a), c) y d).

Para la etapa de secado c) deben calentarse los granos de café hasta una temperatura suficiente, dado de lo
contrario que el agua no puede eliminarse de forma eficaz. El calentamiento y el humedecimiento de los granos de
café tiene lugar preferentemente con vapor de agua caliente (>100 °C). La etapa de secado posterior c) discurre
entonces a 70-80 °C.

Si la amidohidrolasa utilizada tuviera un valor éptimo de temperatura de por ejemplo Unicamente 50 °C, entonces
esto seria muy desfavorable, dado que se enfria en primer lugar para el tratamiento enzimatico hasta 50 °C y a
continuacién deberia calentarse de nuevo para el secado.

Por el contrario, con ayuda de las asparaginasas termoactivas preferidas de acuerdo con la invencién, no es
necesario enfriamiento alguno, lo que representa una ventaja particular de la invencion.

Una ventaja adicional en el caso del uso de asparaginasas termoactivas puede observarse en que debido a la
temperatura elevada se aumenta también la difusion de la asparagina que va a hidrolizarse, lo que repercute en una
eficiencia mejorada del procedimiento de acuerdo con la invencion.

El procedimiento de acuerdo con la invencién permite, manteniendo las etapas de proceso de procedimientos
habituales para el tratamiento de un producto alimenticio o de un estimulante, conseguir un tratamiento con ayuda
de una amidohidrolasa, es decir sin cambios serios de los desarrollos del procedimiento. Preferentemente, el
tratamiento enzimatico puede llevarse a cabo durante una etapa de proceso en la que el producto alimenticio o el
estimulante estén expuestos en todo caso a una temperatura elevada.

En una forma de realizacion preferida adicional la amidohidrolasa, es decir la asparaginasa, a una temperatura de
preferentemente 60 a 120 °C, mas preferentemente de 65 a 110 °C, ain mas preferentemente de 70 a 100 °C, de la
manera mas preferente de 75 a 100 °C y en particular 80-90 °C, presenta una actividad volumétrica de
preferentemente al menos 50, mas preferentemente al menos 100, ain mas preferentemente al menos 300, aun
mas preferentemente al menos 500, de la manera mas preferente al menos 800 y en particular al menos 1000
unidades/ml, estando definida 1 unidad como la cantidad de amidohidrolasa que libera 1,0 umol de amoniaco por
minuto a partir de L-asparagina a la temperatura de reaccién correspondiente y un valor de pH de 8,6 (Tris-HCI 50
mM, ajuste de pH a 25 °C).

En una forma de realizacion preferida la amidohidrolasa, es decir la asparaginasa, presenta un valor 6ptimo de pH
en el intervalo de preferentemente pH 1 a pH 14, mas preferentemente en el intervalo de pH 3 a pH 12, ain mas
preferentemente en el intervalo de pH 5 a pH 11, de la manera mas preferente en el intervalo de pH 7 a pH 10 y en
particular en el intervalo de pH 8 a pH 9. La expresion “valor 6ptimo de pH” es en general conocido por el experto y
se refiere al intervalo de pH en el que una enzima presenta su eficacia enzimatica maxima. En este contexto puede
remitirse a la bibliografia pertinente, tal como por ejemplo Voet y col. “Biochemie”, 1992, VCH-Verlag, capitulo 13,
pagina 331. Preferentemente, en el sentido de la descripcion por el valor 6ptimo de pH ha de entenderse el intervalo
de pH en el que la amidohidrolasa usada de acuerdo con la invencion presenta al menos el 80 %, preferentemente
al menos el 90 % de la eficacia enzimatica maxima, en condiciones de reaccion por lo demas constantes.

Se descubrid sorprendentemente que pueden proporcionarse amidohidrolasas, es decir asparaginasas, que son
activas a lo largo de un intervalo de pH muy amplio. En el intervalo de pH 5 - pH 10 estas amidohidrolasas, es decir
asparaginasas, presentan preferentemente una actividad de al menos el 10 % de la actividad maxima. De esta
manera se hace posible el uso de estas enzimas en distintos procesos con intervalos de pH muy diferentes.
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También es posible un uso en procesos en los que el valor de pH en el proceso experimenta fuertes oscilaciones.
También son posibles en particular procesos en los que aparecen valores de pH de 5 a 10. En el caso del
tratamiento de granos de café verdes con agua corriente, pueden aparecer a modo de ejemplo valores de pH muy
bajos de - 5.

En una forma de realizacion preferida la amidohidrolasa de acuerdo con la invencioén, es decir asparaginasa, a lo
largo de todo el intervalo de pH de 5-10, presenta una actividad de al menos el 10 %, mas preferentemente al menos
el 15 %, aun mas preferentemente al menos el 20 %, de la manera mas preferente al menos el 25 % y en particular
al menos el 30 % en comparacion con la actividad maxima, es decir con respecto a la actividad maxima al valor de
pH o6ptimo en condiciones por lo demas idénticas, preferentemente a concentracion y temperatura éptima.

La amidohidrolasa usada de acuerdo con la invencién, es decir asparaginasa, es preferentemente estable en
almacenamiento. En formas de realizacion preferidas G1-G+7 a Ki-K17 la amidohidrolasa en las condiciones indicadas
en la siguiente tabla presenta una actividad residual de al menos el 80 %, mas preferentemente al menos el 85 %,
aun mas preferentemente al menos el 90 % y en particular al menos el 95 %:

Intervalo de temperatura (°C)
Duracion Fie G H | J K
almacenamiento

1 5 dias 25 15 10 8 5
2 10 dias 25 15 10 8 5
3 15 dias 25 15 10 8 5
4 20 dias 25 15 10 8 5
5 25 dias 25 15 10 8 5
6 30 dias 25 15 10 8 5
7 60 dias 25 15 10 8 5
8 90 dias 25 15 10 8 5
9 120 dias 25 15 10 8 5
10 150 dias 25 15 10 8 5
11 180 dias 25 15 10 8 5
12 210 dias 25 15 10 8 5
13 240 dias 25 15 10 8 5
14 270 dias 25 15 10 8 5
15 300 dias 25 15 10 8 5
16 330 dias 25 15 10 8 5
17 360 dias 25 15 10 8 5

En la tabla anterior significa por ejemplo forma de realizacién Is, que la amidohidrolasa después de un
almacenamiento durante 25 dias a 10 °C presenta una actividad residual de al menos el 80 %, mas preferentemente
al menos el 85 %, aun mas preferentemente al menos el 90 % y en particular al menos el 95 %. En una forma de
realizaciéon especialmente preferida, la amidohidrolasa usada de acuerdo con la invencién durante un
almacenamiento a 4 °C a lo largo de un periodo de tiempo de 30 dias presenta una actividad residual de al menos el
80 %.

El grupo de las amidohidrolasas comprende entre otras cosas la familia de enzimas de las asparaginasas (EC
3.5.1.1), que catalizan la hidrdlisis de asparagina para dar aspartato y amoniaco. En el caso de la amidohidrolasa
usada de acuerdo con la invencion se trata de una asparaginasa.

Se conoce en general que las asparaginasas pueden convertir tanto asparagina (forma L y D) como también
glutamina (forma L y D).

En vista de esta promiscuidad de sustrato de asparaginasas, la asparaginasa utilizada de acuerdo con la invencion
hidroliza L-asparagina preferentemente mas rapido que L-glutamina y/u opcionalmente mas rapido que D-
asparagina.

Preferentemente la relacion de los valores de Ky (en cada caso en mM) de L-asparagina : L-glutamina se encuentra
en el intervalo de 1:10 a 1:400, mas preferentemente en el intervalo de 1:20 a 1:200, ain mas preferentemente en el
intervalo de 1:30 a 1:100, de la manera mas preferente en el intervalo de 1:40 a 1:80.

En una forma de realizacion preferida, la asparaginasa utilizada de acuerdo con la invencién prefiere L-asparagina
mas que L-glutamina y/o mas que D-asparagina. Preferentemente la relacion de los valores Ky (en cada caso en
mM) de L-asparagina : L-glutamina se encuentra en el intervalo de 1:1 a 1:400, mas preferentemente en el intervalo
de 1:5 a 1:100, ain mas preferentemente en el intervalo de 1:10 a 1:50.
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Las amidohidrolasas o asparaginasas pueden ser termolabiles o termoestables. Las asparaginasas termoestables
se conocen ya por el estado de la técnica (véase por ejemplo Li y col., Anal. Chem. 2002, 74, pag. 3336-3341,
documento US 5.719.056 o Agathi y col., Mol. Cell. Biochem. 2001, 216, pag. 93-101). Sin embargo, indicaciones
con respecto a su uso en procesos de la preparacion o el tratamiento de productos alimenticios o estimulantes no
pueden deducirse de estos documentos.

Por los términos “amidohidrolasa termoestable” o “asparaginasa termoestable” en el sentido de la descripciéon ha de
entenderse preferentemente una amidohidrolasa o asparaginasa, que después de una duracién de incubacion de 5
min a 50 °C presenta una actividad residual de al menos el 75 %.

Preferentemente en el caso de la asparaginasa se trata de una asparaginasa de Archaeoglobus sp. (por ejemplo
Archaeoglobus fulgidus), Thermus sp. (por ejemplo Thermus thermophilus), Pyrococcus sp. (por ejemplo Pyrococcus
abyssi), Thermococcus sp. (por ejemplo Thermococcus kodakarensis), Metanothermobacter sp. (por ejemplo
Metanothermobacter thermautotrophicus) o de una asparaginasa de otros euriarqueotas o de la asparaginasa | de
Pyrococcus furiosus.

En una forma de realizacion preferida la asparaginasa esta codificada por una secuencia de nucleétidos, que
presenta una homologia de preferentemente al menos el 60 %, mas preferentemente al menos el 80 %, aun mas
preferentemente al menos el 90 %, aun mas preferentemente al menos el 95 %, de la manera mas preferente al
menos el 99 % y en particular al menos el 99,9 % con respecto a la secuencia de nucleétidos <SEQ ID NO: 1>. La
homologia se determina en este sentido preferentemente con ayuda del algoritmo segun Smith & Waterman (J Mol
Biol., 1981, 147(1), 195-7), con el uso de la matriz BLOSUMG62 y valores de 11.0 para la apertura de un hueco, 0 1.0
para la ampliacién de un hueco.

En particular se prefiere que la asparaginasa usada de acuerdo con la invencion esté codificada por la secuencia de
nucledtidos <SEQ ID NO: 1>.

La secuencia de aminoacidos de la asparaginasa presenta una homologia (identidad de secuencia) de al menos el
50 %, mas preferentemente al menos el 75 %, aun mas preferentemente al menos el 80 %, aun mas
preferentemente al menos el 90 %, aun mas preferentemente al menos el 95 %, de la manera mas preferente al
menos el 99 % y en particular al menos el 99,9 % con respecto a la secuencia de aminoacidos <SEQ ID NO: 2>. La
homologia se determina en este sentido preferentemente con ayuda del algoritmo segun Smith & Waterman (J Mol
Biol., 1981, 147(1), 195-7), con el uso de la matriz BLOSUMG62 y valores de 11.0 para la apertura de un hueco, 0 1.0
para la ampliacién de un hueco.

En otra forma de realizacion especialmente preferida, la asparaginasa usada de acuerdo con la invencién presenta
la secuencia de aminoacidos <SEQ ID NO: 2>,

Procedimientos de preparacién/tratamiento de productos alimenticios o estimulantes que contienen hidratos de
carbono preferentemente presentan, tal como ya se expuso anteriormente, con frecuencia etapas de tratamiento
previo para la reduccion del contenido en acrilamida en estos productos alimenticios o estimulantes. Por lo tanto se
prefiere que el uso de acuerdo con la invenciéon de la amidohidrolasa durante el tratamiento, en particular en el
contexto de un tratamiento previo, sirva para la hidrdlisis de asparagina para dar acido aspartico.

Por la expresion “producto alimenticio que contiene hidratos de carbono” pueden entenderse en el sentido de la
descripcion  preferentemente productos alimenticios cuyo contenido en hidratos de carbono asciende
preferentemente al menos al 0,1 % en peso, mas preferentemente al menos al 1 % en peso, aun mas
preferentemente al menos al 5 % en peso, ain mas preferentemente al menos al 10 % en peso, de la manera mas
preferente al menos al 20 % en peso, y en particular al menos al 30 % en peso, con respecto al peso total del
producto alimenticio.

Asi mismo se prefiere que el uso de acuerdo con la invencién de una amidohidrolasa durante el tratamiento, en
particular en el contexto de un tratamiento previo, sirva para la disminucion del contenido en asparagina y/o
acrilamida en el producto alimenticio o el estimulante.

Mediante un uso de acuerdo con la invencion de este tipo de una amidohidrolasa tiene lugar preferentemente una
disminucion del contenido en asparagina, para que el producto alimenticio o el estimulante en el caso de un
tratamiento posterior térmico presenten un contenido en acrilamida disminuido.

Por la expresion “tratamiento posterior térmico” pueden entenderse en el sentido de la descripcién preferentemente
los procesos que conllevan un calentamiento del producto alimenticio o estimulante. Tratamientos posteriores
térmicos habituales comprenden un calentamiento, tostaciéon, asado a la parrilla, hervido, coccién, horneado,
vaporizacion, freir y similares.

De manera especialmente preferida la amidohidrolasa utilizada de acuerdo con la invencién durante procesos de
preparacion o tratamiento de productos alimenticios que contienen hidratos de carbono, tales como por ejemplo
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arroz, articulos de panaderia y de pasteleria, aperitivos, mezclas preparadas, frutos secos, piensos para animales,
etc. o estimulantes, tales como café o cacao. Los productos alimenticios y/o estimulantes de este tipo se seleccionan
preferentemente del grupo que consiste en pan crujiente, pan tostado, galletas, galletas saladas, pan para tostar,
barquillos, magdalenas, rosquillas, cruasanes, brownies, cereales para el desayuno, bizcochos, chips de patata,
chips de tortilla, chips de maiz, crackers, nueces, patatas fritas, galletas de arroz, polenta, cuscus, tortitas, mezclas
preparadas, mezclas para pasteles, mezclas para bizcochos, mezclas para pan, picatostes, pienso para perros,
pienso para gatos, granos de café, granos de cacao.

De manera especialmente preferente se trata de granos de café. Especies de granos de café preferidas son Coffea
arabica, Coffea canephora, Coffea liberica y Coffea robusta.

En una forma de realizacién especialmente preferida el tratamiento de un estimulante comprende una
descafeinizacion y/o un lavado de granos de café, en el que se utiliza la amidohidrolasa de acuerdo con la invencion.

En una forma de realizacién asi mismo especialmente preferida, el tratamiento de un estimulante comprende una
hidrélisis de granos de café, que se combina con el uso de la amidohidrolasa de acuerdo con la invencion,
preferentemente asparaginasa. Los granos de café, en el transcurso de la preparacion, se someten a una
descafeinizacion o para el refinado del sabor a un tratamiento con vapor de agua. En este sentido se calientan
intensamente los granos y se ponen en contacto con agua. En este caso se ha comprobado que es especialmente
ventajoso el uso de una amidohidrolasa termoactiva para la reduccién de la concentracion de asparagina en los
granos de café verdes. El uso de enzimas a temperaturas de mas de 70 °C permite una compatibilidad completa con
procedimientos establecidos y ademas velocidades de reaccion muy altas, lo que acorta considerablemente los
tiempos de proceso.

Mediante el uso de acuerdo con la invencion de una amidohidrolasa, es decir de una asparaginasa, que presenta las
propiedades descritas anteriormente, resultan numerosas ventajas sorprendentes, que se explican por medio de
cuatro ejemplos ilustrativos. Un experto reconoce que los ejemplos de este tipo no han de interpretarse en ningun
modo de manera limitativa, dado que la amidohidrolasa de acuerdo con la invencién es adecuada para un uso en
una pluralidad de procedimientos de tratamiento de productos alimenticios o estimulantes.

De este modo, habitualmente durante el tratamiento de chips de patata se tratan previamente con asparaginasa las
patatas, antes de cocinarse con vapor, es decir las patatas se cortan en laminas y la asparaginasa puede o bien
pulverizarse o bien sumergirse las laminas de patatas en una disoluciéon que contiene asparaginasa. La duracion de
un tratamiento de asparaginasa convencional, de este tipo, puede ser a este respecto en parte considerable (hasta
varias horas), dado que debido al valor 6ptimo de temperatura de la enzima (habitualmente 37 °C, véase por
ejemplo el documento US 7.037.540, Ejemplo 5) la temperatura de tratamiento debe ascender como maximo a 37 °C
y la disgregacion de asparagina discurre lentamente de manera correspondiente.

Mediante las propiedades termoestables de la amidohidrolasa usada de acuerdo con la invencion pueden someterse
las laminas de patata a temperaturas elevadas a un tratamiento de asparaginasa, es decir la reduccion de
asparagina tiene lugar mas rapidamente, entre otras cosas, dado que la solubilidad de la asparagina aumenta a
temperaturas mas altas. En parte, el tratamiento de asparagina, debido a las propiedades termoestables de la
enzima puede tener lugar incluso al mismo tiempo durante la coccion de las patatas con vapor. La asparaginasa
puede pulverizarse en este sentido por ejemplo previamente sobre las laminas de patata.

Una desactivacion de la amidohidrolasa tiene lugar de manera convencional mediante un tratamiento posterior
térmico, es decir friendo las laminas de patata. Por lo tanto no resultan preocupaciones en cuanto a la salud con
respecto al uso de estas amidohidrolasas termoestables.

Un ejemplo adicional se refiere a la descafeinizacion de granos de café. En el caso de estos procedimientos de
tratamiento se vaporizan los granos de café verdes, no tostados y/o se remojan en agua parcialmente caliente, para
extraer la cafeina de los granos. Con ayuda de la amidohidrolasa utilizada de acuerdo con la invencién se permite
combinar, etapas de descafeinizacion de este tipo, que habitualmente discurren a temperaturas de mas de 37 °C,
con un tratamiento de asparaginasa simultaneo, es decir el proceso de tratamiento de café descafeinado como tal
requieren menos tiempo y en consecuencia se hacen mas econémicos. Los procedimientos convencionales para la
descafeinizacion de granos de café se conocen por el experto y comprenden entre otras cosas el “procedimiento de
agua suizo”, el “método directo”, el “método indirecto” o el “procedimiento de triglicéridos”. En este contexto puede
remitirse por ejemplo por completo a R. Heiss, Lebensmitteltechnologie: Biotechnologische, chemische,
mechanische und thermische Verfahren der Lebensmittelverarbeitung, Springer; 62 edicion, 2003.

Sorprendentemente la amidohidrolasa de acuerdo con la invencién puede utilizarse también de manera
especialmente ventajosa en una vaporizacion/humidificacion de granos de café. Una vaporizacion/humidificacion de
este tipo sirve, tal como ya se expuso anteriormente, para la apertura de los poros de los granos de café, para
inactivar/reducir a continuacion mas facilmente Ila asparagina presente en los granos. Una
vaporizacion/humidificacion tiene lugar habitualmente a temperaturas elevadas, es decir a temperaturas de hasta
preferentemente como maximo 100 °C, dado que tanto la solubilidad de asparagina en disolventes calientes es
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elevada, como que también se abren los poros de los granos de café a temperaturas calientes. Con ayuda de la
amidohidrolasa termoestable, de acuerdo con la invencién, puede tener lugar una reduccion de asparagina por un
lado al mismo tiempo durante la vaporizacién/humidificacion, por otro lado, la reduccion de asparagina puede
discurrir de manera mas rapida y eficiente debido a la alta tolerancia a la temperatura de la enzima.

La amidohidrolasa de acuerdo con la invencion puede utilizarse también en la produccién de productos de pasteleria
frescos tales como pan, panecillos o similares. Estos productos de pasteleria frescos se producen con frecuencia
con ayuda de procedimientos de extrusion con coccion, que discurren habitualmente a temperaturas entre 95 y 105
°C. Mediante las propiedades termoestables de la amidohidrolasa de acuerdo con la invencién puede afadirse la
enzima durante la extrusion con coccion y de este modo provocan una reduccién del contenido en asparagina. Para
la reduccion de asparagina es necesario en el caso de la extrusion con coccion tanto el amasado de la masa como
la generacion de burbujas de gas, que se generan mediante el escape de acido carbonico a partir del agua
calentada. Mediante el proceso de tostacién o de coccién posterior, que discurre habitualmente en un intervalo de
temperatura de 200 a 600 °C, se inactiva o desnaturaliza la amidohidrolasa de acuerdo con la invencién.

En muchas etapas de tratamiento de productos alimenticios y estimulantes, la incubacién en un entorno acuoso a
altas temperaturas entre 70 y 110 °C desempefia un papel, que esta intercalada al tratamiento posterior térmico, que
lleva a la formacién de acrilamida. Entre ellas figuran a modo de ejemplo etapas de coccion. Tratamientos acuosos
en el intervalo de temperatura anterior se utilizan por ejemplo en la produccién de patatas fritas conformadas o de
chips de patata conformados. La ventaja inesperada de la asparaginasa de acuerdo con la invencién se basa en que
la enzima puede utilizarse directamente en estos procesos y a las altas temperaturas consigue velocidades de
reaccion muy altas, que con cantidades de enzima muy bajas permiten eficacias muy elevadas.

También en procesos de procesamiento de cereales puede utilizarse ventajosamente la amidohidrolasa de acuerdo
con la invencion. En el caso de la produccion de copos de maiz se cocina sémola de maiz en mezcla con azucar, sal
y malta y a continuacién se procesa adicionalmente y se tuesta. La tostacion provoca la formacion indeseada de la
acrilamida. En el caso de la coccion se recorren temperaturas entre 70 y 100 °C, que son muy adecuadas para un
uso de la amidohidrolasa de acuerdo con la invencion, de modo que puede suprimirse la formacién de acrilamida.

En el caso de procesos de procesamiento de cereales los procesos de extrusidon desempefian con frecuencia un
papel. Por ejemplo, en el caso de la produccion de cereales para el desayuno se llevan a cabo procesos de
extrusién a una temperatura final de 80-100 °C. También se describen procesos en los que desempefian un papel
los procesos de retencion a altas temperaturas entre 70 y 100 °C.

Los productos, que se procesan a altas temperaturas y que contienen centeno, presentan por regla general
contenidos en acrilamida muy elevados (por ejemplo pan crujiente). En el caso de la produccion de pan crujiente, en
el proceso de coccidn se consiguen muy rapidamente temperaturas elevadas. El pan crujiente puede tratarse antes
del proceso de coccion con una disolucién de la amidohidrolasa de acuerdo con la invenciéon para reducir la
formacion de acrilamida durante el proceso de coccion.

Una ventaja adicional, inesperada de la amidohidrolasa termoestable, utilizada de acuerdo con la invencion es la
posibilidad de una reutilizacién (reciclado) de la enzima. De este modo, la amidohidrolasa, que por sus propiedades
termoestables también a temperaturas elevadas, es decir hasta preferentemente 100 °C no desnaturalizada,
extraida después de su uso o separada por ofras vias y puede utilizarse por lo tanto para la nueva aplicacion. Una
disolucién de amidohidrolasa recirculada de esta manera puede pasar varios ciclos, es decir preferentemente al
menos 1, 2, 3, 4 o 5 ciclos para la reduccion de asparagina.

La aplicacién de las amidohidrolasas utilizadas de acuerdo con la invencién es preferentemente inocua para la
salud, dado que en el caso de estas amidohidrolasas se trata de sustancias naturales, no téxicas.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un procedimiento para el tratamiento de un producto
alimenticio o de un estimulante que comprende las etapas:

(i) incubar el producto alimenticio o el estimulante con una amidohidrolasa tal como se definié anteriormente a
una temperatura de incubacion de al menos 70 °C, mas preferentemente al menos 80 °C, ain mas
preferentemente al menos 90 °C y de la manera mas preferente al menos 99 °C; y

(iii) opcionalmente calentar el producto alimenticio o el estimulante hasta una temperatura, que se encuentra
preferentemente al menos 10 °C, mas preferentemente al menos 15 °C, aun mas preferentemente al menos 20
°C, de la manera mas preferente al menos 50 °C y en particular al menos 60 °C por encima de la temperatura
de incubacion.

En una forma de realizacién preferida el procedimiento de acuerdo con la invencion para el tratamiento de un
producto alimenticio o de un estimulante comprende las etapas:
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(i) incubar el producto alimenticio o el estimulante con una amidohidrolasa tal como se describié anteriormente
a una temperatura de incubacion de al menos 70 °C, mas preferentemente al menos 80 °C, aun mas
preferentemente al menos 90 °C y de la manera mas preferente al menos 99 °C;

(i) separar la amidohidrolasa del producto alimenticio o del estimulante o inactivar la amidohidrolasa;

(iii) opcionalmente calentar el producto alimenticio o el estimulante hasta una temperatura, que se encuentra
preferentemente al menos 10 °C, mas preferentemente al menos 15 °C, aun mas preferentemente al menos 20
°C, de la manera mas preferente al menos 50 °C y en particular al menos 60 °C por encima de la temperatura
de incubacion; y

(iv) opcionalmente reutilizar la amidohidrolasa separada opcionalmente en la etapa (ii) en la etapa (i).

La etapa (i) del procedimiento de acuerdo con la invencion se lleva a cabo preferentemente en condiciones (tiempo,
temperatura, valor de pH, cantidad de amidohidrolasa, etc.), de modo que se disminuye la cantidad de asparagina
(libre) contenida originalmente en el producto alimenticio o estimulante en al menos un 50 %, mas preferentemente
al menos un 75 %, aun mas preferentemente al menos un 80 %, aun mas preferentemente al menos un 85 %, de la
manera mas preferente al menos un 90 % y en particular al menos un 95 %. Un experto puede encontrar
condiciones adecuadas mediante ensayos rutinarios habituales.

La etapa (i) del procedimiento de acuerdo con la invencion se lleva a cabo preferentemente en condiciones (tiempo,
temperatura, valor de pH, cantidad de amidohidrolasa, etc.), de modo que se reduce la cantidad de acrilcamida
formada en el tratamiento posterior térmico opcionalmente siguiente en al menos un 20 %, preferentemente un 30 %
aun mas preferentemente en al menos un 40 % y de la manera mas preferente en al menos un 50 %.

En una forma de realizacion preferida la etapa (i) del procedimiento de acuerdo con la invencion se lleva a cabo
preferentemente en condiciones (tiempo, temperatura, valor de pH, cantidad de amidohidrolasa, etc.), de modo que
después de la realizacién de la etapa (iii) la cantidad de acrilamida contenida en el producto alimenticio o estimulante
asciende como maximo a 200 ppm, mas preferentemente como maximo a 150 ppm, aln mas preferentemente como
maximo a 135 ppm, de la manera mas preferente como maximo a 100 ppm y en particular como maximo a 50 ppm.
Un experto puede encontrar condiciones adecuadas mediante ensayos rutinarios habituales.

En una forma de realizacion asi mismo preferida la etapa (i) del procedimiento de acuerdo con la invencion se lleva a
cabo preferentemente en condiciones (tiempo, temperatura, valor de pH, cantidad de amidohidrolasa, etc.), de modo
que después de la realizacién de la etapa (iii) la cantidad de acrilamida contenida en el producto alimenticio o
estimulante asciende como maximo a 1.000 ug/kg, mas preferentemente como maximo a 500 pg/kg, aun mas
preferentemente como maximo a 300 ug/kg, de la manera mas preferente como maximo a 150 pg/kg y en particular
como maximo a 50 ug/kg. Un experto puede encontrar condiciones adecuadas mediante ensayos rutinarios
habituales.

En una forma de realizacion preferida tiene lugar la realizaciéon de la etapa (i) durante al menos 240 min, mas
preferentemente al menos 120 min, ain mas preferentemente al menos 60 min, de la manera mas preferente al
menos 20 min y en particular al menos 5 min.

En una forma de realizacion preferida la reIaC|on en peso de producto alimenticio o estlmulante con respecto a
amidohidrolasa se encuentra en el intervalo de 10%: 1 a 10" : 1, mas preferentemente de 10%: 1 a 10%: 1, atn mas
preferentemente de 10*:1a10%: 1, de la manera mas preferente de 10*:1a10": 1 y en particular de 105 :1a10’
1.

En una forma de realizacion preferida la amidohidrolasa se proporciona en una disolucién acuosa y se retine con el
producto alimenticio o estimulante, por ejemplo mediante pulverizacion. A este respecto la concentracién de Ia
amidohidrolasa en la disolucion acuosa; asciende preferentemente a de 10° a 100 g/I mas Preferentemente de 10°®

10 g/l, aun mas preferentemente de 10* a 1 g/l, de la manera mas preferente de 10> a 10™ g/l y en particular de 10
a5X10?gl.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un producto alimenticio o estimulante, que puede obtenerse
mediante el procedimiento descrito anteriormente. El producto alimenticio o estimulante presenta preferentemente
un contenido residual de como maximo 200 ppm, mas preferentemente como maximo 150 ppm, ain mas
preferentemente como maximo 135 ppm, de la manera mas preferente como maximo 100 ppm y en particular como
maximo 50 ppm en asparagina y/o acrilamida.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un producto alimenticio o estimulante, que puede obtenerse

mediante el procedimiento descrito anteriormente. El producto alimenticio o estimulante presenta preferentemente
un contenido residual de como maximo 400 pg/kg, mas preferentemente como maximo 300 ug/kg, aun mas
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preferentemente como maximo 200 pg/kg, de la manera mas preferente como maximo 100 ug/kg y en particular
como maximo 50 pg/kg en asparagina y/o acrilamida.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un vector, que contiene una secuencia de nucleétidos, tal como se
definié anteriormente. Preferentemente un vector de este tipo se selecciona del grupo que consiste en plasmidos,
césmidos, fagémidos, fagos-vectores, cromosomas artificiales bacterianos (Bacterial Artificial Chromosomes) y
cromosomas artificiales de levadura (Yeast Artificial Chromosomes).

Un aspecto adicional de la invencién es un procedimiento para la produccion de una amidohidrolasa tal como se
definié anteriormente, que comprende las siguientes etapas:

a) introducir un vector, tal como se definié anteriormente, en un sistema de expresion;

b) opcionalmente expresar la amidohidrolasa en el sistema de expresion;

c) opcionalmente disgregar o lisar o separar el sistema de expresion;

d) opcionalmente afiadir una nucleasa adecuada, opcionalmente termoestable para la hidrdlisis de los acidos
nucleicos del sistema de expresion;

e) opcionalmente desnaturalizar el sistema de expresion mediante una incubacién a preferentemente 60 °C,
mas preferentemente 70 °C, aun mas preferentemente 80 °C, de la manera mas preferente 90 °C y en
particular 100 °C durante una duracién de preferentemente 1 min, mas preferentemente 5 min, ain mas
preferentemente 10 min, de la manera mas preferente 20 min y en particular 60 min;

f) opcionalmente separar constituyentes indeseados del sistema de expresion mediante centrifugacion,
filtracion, microfiltraciéon o ultrafiltracion;

g) opcionalmente unir la amidohidrolasa a un soporte soélido, teniendo lugar la unién a través de interacciones
idnicas, hidréfobas o mediadas por etiqueta de afinidad;

h) opcionalmente lavar el soporte para la eliminacion de constituyentes indeseados en condiciones a las que la
amidohidrolasa permanece esencialmente unida al soporte;

i) opcionalmente eluir la amidohidrolasa del soporte mediante condiciones tampodn adecuadas;

k) opcionalmente concentrar la disolucion de amidohidrolasa mediante precipitacion, ultrafiltracion, liofilizacion o
secado; y

1) opcionalmente transferir la amidohidrolasa a un tampdn de almacenamiento adecuado.

Las asparaginasas naturales pueden localizarse de manera intracelular y extracelular. Si se desea sobreexpresar
asparaginasas de manera intracelular en grandes cantidades, entonces aparece el problema de que altas
concentraciones de asparaginasa en la célula ejercen un efecto téxico, dado que hidrolizan el aminoacido
asparagina esencial para la célula. Se descubrid sorprendentemente que la amidohidrolasa de acuerdo con la
invencion en el intervalo de temperatura de 20-37 °C, en el que habitualmente se llevan a cabo procesos de
fermentacion de organismos mesofilos tales como por ejemplo Escherichia coli, Pseudomonas sp., Bacillus sp.,
Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae o Aspergillus sp., presenta sélo una actividad residual muy baja. De este
modo la enzima a 25 °C presenta una actividad residual de < 2 %. Esto permite la expresion intracelular de la
asparaginasa de acuerdo con la invencion en huéspedes de expresion mesofilos en grandes cantidades.

Un aspecto adicional de la invencion comprende un procedimiento para la producciéon de una amidohidrolasa tal
como se definié anteriormente, en el que la amidohidrolasa se expresa de forma intracelular en un microorganismo,
siendo la actividad residual de la enzima a la temperatura de cultivo durante la expresion de la amidohidrolasa < 30
%, preferentemente < 15 %, ain mas preferentemente < 10 %, aun mas preferentemente < 5 %, de la manera mas
preferente < 2 %.

Protocolos de fermentacion accesibles para el experto para microorganismos permiten rendimientos de biomasa
himeda de preferentemente >100 g/l, ain mas preferentemente >125 g/I, ain mas preferentemente >150 g/I, aun
mas preferentemente >175 g/l y de la manera mas preferente >200 g/I.

En una forma de realizacién preferida, en la expresion intracelular de la amidohidrolasa en un microorganismo se
consigue un rendimiento de actividad de >10 kU / g de biomasa himeda, mas preferentemente >20 kU / g de
biomasa humeda, mas preferentemente >40 kU / g de biomasa hiumeda, mas preferentemente >60 kU / g de
biomasa humeda, de la manera mas preferente >80 kU / g de biomasa humeda.

En una forma de realizacién preferida, en la expresion intracelular de la amidohidrolasa en un microorganismo se
consigue un rendimiento de actividad de > 100.000 unidades por litro de volumen de cultivo, preferentemente >
500.000 unidades por litro, atin mas preferentemente > 1millones de unidades por litro, ain mas preferentemente >
3 millones de unidades por litro, aun mas preferentemente > 6 millones de unidades por litro y de la manera mas
preferente > 10 millones de unidades por litro.

En una forma de realizacion preferida la expresion de la de acuerdo con la invencion tiene lugar de forma intracelular

en un huésped de expresion mesdfilo tal como por ejemplo Escherichia coli, Pseudomonas sp., Bacillus sp., Pichia
pastoris, Saccharomyces cerevisiae o Aspergillus sp.
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Los siguientes ejemplos sirven para explicar en detalle la invencién, sin embargo no han de interpretarse como
limitativos.

Ejemplos

Ejemplo 1 - Expresion de una asparaginasa termoestable

Con los dos cebadores PF_Asnl_S (5-ACCTGCGGTCTCGCATGAAAATTCTTC-TAATTGGGATGGG-3"; <SEQ ID
NO: 3>) y PF_Asnl_A (5- GGATCCCTGCA-GTTAATCTCTAAGCTCTCCAACTAG-3’; <SEQ ID NO: 4>) (ambos de
Thermo Electron, Ulm) se amplificé el gen que codifica para la asparaginasa | de Pyrococcus furiosus (<SEQ ID NO:
1>) mediante una PCR de ADN de DSM 3638 de Pyrococcus furiosus en las siguientes condiciones.

1.1 Condiciones de PCR:

Preparacion para PCR:

10 pl 10x tampon VENT (NEB, Beverly, EE.UU.)
2 pl dNTPs (respectivamente 10 mM)

100 pmol Cebador PF_Asnl_S <SEQ ID NO: 3>

100 pmol Cebador PF_Asnl _A <SEQ ID NO: 4>
1l ADN de Pyrococcus furiosus DSM 3638
2U VENT-polimerasa (NEB)

hasta 100 pl H,0 dest.

Perfil de temperatura de la PCR:

2min/ 94 °C

1. 45 s [ 94 °C (desnaturalizacion)
2.  45s [57 °C (adici6n) 25 x
3. 60 s /72 °C (elongacion)

2min/72°C

El producto de PCR resultante se purifico a través del kit de purificacion de PCR QlAquick (Qiagen, Hilden) segun
las instrucciones del fabricante.

1.2 Digestién de restriccion:

El gen obtenido en el punto 1.1 se clond en el vector de expresion pRSF-1b <SEQ ID NO: 5> (vector pRSF-1 b,
Novagen-Merck-Biosciences, Bad Soden).

Para ello se digirieron el producto de PCR por medio de las endonucleasas de restriccion Eco31/y Pstl y el vector
pRSF-1 b <SEQ ID NO: 5> por medio de las endonucleasas de restriccion Ncol y Pstl (todas de Fermentas, Vilnius,
Lituania) tal como se expuso anteriormente:

1.3 Preparaciones de digestién de restriccion:

Producto de PCR Vector
2 nug de producto de PCR 4 ng de pRSF-1 b <SEQ ID NO: 5>
3 ul de 10x tampén G* (Fermentas) 4 ul 10x tampén Y* (Fermentas)
10 U de Eco31/ 10 U de Ncol
20 U de Pstl 20 U de Pstl
hasta 30 pl de H2O dest. hasta 40 pl de H2O dest.

Las preparaciones de digestion de restriccion se incubaron durante 2 horas a 37 °C. A la “preparacion de vector” se
afiadié a continuacion para la desfosforilacion 1 U de SAP (Shrimp Alkaline Fosfatoase, Fermentas, Vilnius, Lituania)
y se incubd durante 30 min mas a 37 °C. A continuaciéon se inactivaron las enzimas durante 20 min a 80 °C.
Después se purificaron los productos por medio del kit de purificaciéon de PCR QlAquick (Qiagen, Hilden).
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1.4 Ligacién, transformacién en E. coli y reaislamiento de plasmido

El ADN de vector y el producto de PCR (véase el punto 1.3) se unieron entre si mediante la incubacion con ligasa de
ADN de T4 tal como se expuso anteriormente:

Preparacion de ligasa:

200 fmol pRSF-1 b <SEQ ID NO: 5>
600 fmol producto PCR
3ul 10x tampon ligasa (Fermentas)
1l ligasa de ADN de T4
hasta 30 yl | H2O dest.

Las preparaciones se incubaron durante 8 h a 16 °C y a continuacion se inactivo la enzima mediante incubacion de
10 minutos a 65 °C. 1 ul de esta preparacion se utilizaron directamente para la transformacion de células XL1 Blue
competentes que pueden obtenerse comercialmente (Stratagene, La Jolla, EE.UU.) por medio de electroporacion.
Las células sometidas a electroporacion se sembraron en placa sobre placas de agar soélido con canamicina y se
cultivaron durante la noche a 37 °C. A partir de una colonia individual resultante se aislé de nuevo el plasmido
acabado por medio del kit de purificacion de plasmido kit de minipreparacion QlAprep (Qiagen, Hilden) segun las
instrucciones del fabricante y se obtuvo el plasmido de expresion pRSF_Pf-Asnl <SEQ ID NO: 6>.

El plasmido de expresion pRSF_Pf-Asnl <SEQ ID NO: 6> se introdujo por medio de electroporacion en Rosetta 2
(DE3) (Novagen-Merck-Biosciences, Bad Soden) se introdujeron células y se sembraron en placa las células sobre
placas de agar LB (10 g de Trypton, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl, hasta 1 | de agua dest.) con
canamicina (Kan) y cloranfenicol (Cam).

De estas placas se cogieron clones individuales y se prepararon en primer lugar cultivos previos para la expresion.
Para esto se inocularon 100 ml de medio de (Kan, Cam) de LB con glucosa al 1 % (p/v) con 1 ml de un cultivo previo
de 5 ml y se agitaron hasta alcanzar una DOgg de 0,6 a 37 °C y 200 rpm (revoluciones por minuto). Las células se
separaron por filtracion (4 °C, 15 min, 3200xg) y se desechd el sobrenadante. El sedimento se resuspendié en 2 ml
de glicerol al 10 % (v/v). La suspension se tomo en alicuotas respectivamente de 200 pl, se congel6 en nitrégeno
liquido y se almacené a -80 °C.

El cultivo principal para la expresion consistia en 500 ml de medio de (Kan, Cam) de LB con glucosa al 1 % (p/v). Se
inocul6 con una alicuota del cultivo previo. El cultivo principal se incubé a 37 °C y 200 rpm. Después de alcanzar una
DOsgoo de 0,9 se indujo con IPTG 1 mM (isopropil-B-D-tiogalactopirandsido) y se agitdé durante la noche a 30 °C y 200
rpom. Al dia siguiente se sedimentaron las células mediante centrifugacion (4 °C, 15 min, 3200Xg) y después de
retirar el medio se peso6 el sedimento y se resuspendié con 20 ml de tampén de lisis (Tris/THClI 10 mM pH 8,0,
lisozima 0,5 mg/ml) y se disgreg6 con ultrasonidos (5330 s, 80 % de potencia). La suspension de las células
disgregadas se centrifugd (4 °C, 30 min, 14000Xg). El sobrenadante se sometié a continuacion a una incubacion
durante 30 min a 80 °C y se somete a una nueva centrifugacion (4 °C, 30 min, 14000Xg). El sedimento se desechd y
se extrajo el extracto bruto asi obtenido y se almacend para ensayos adicionales a 4 °C. Del sobrenadante se
determind el rendimiento de actividad con 160 kU (véase el ejemplo 2). A partir del peso del sedimento celular de 4 g
resulté un rendimiento de 40 kU por g de biomasa humeda.

Ejemplo 2 — Determinacién del perfil de temperatura

Principio de ensayo

Las asparaginasas catalizan la conversién de asparagina en aspartato con la liberacién de iones amonio. Estos
pueden detectarse a través de reactivos de color, tales como por ejemplo el reactivo de Nessler. Como alternativa
pueden detectarse iones amonio también a través de la reaccion de Berthelot (DIN 38 406 E5). El ensayo con
reactivo de Nessler se basa en una determinacion de punto final. La reaccion se incuba a este respecto a lo largo de
un periodo de tiempo de 30 min a la temperatura correspondiente, se detiene y se detectan los iones de amonio que
se generan.

Reactivos y disoluciones
Reactivos:
L-asparagina monohidratada: Applichem A3669, MW 150,14 g/mol

Sulfato de amonio: Merck, 1.101211, MW 132,14 g/mol
Reactivo de Nessler: Fluka, 72190 Tris, TCA
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Disoluciones madre y tampon:

Tris/HCI 50 mM pH 8,6
Disolucion de L-asparagina 172 mM
TCA 1,5 M (acido tricloroacético)

Disoluciones de calibracion:

Disolucion de (NH4)2SO4 5 mM

2.1 Creacién de una curva de calibracién

Para ello se prepararon las siguientes preparaciones:

En cada caso 50 pl Tris/HCI 50 mM pH 8,6
0ul 5ul 10w | 20 | 30 | 40 ul | (NH4)2S04 5 mM
45 ul | 40 pl 35ul | 25l | 15 | 54l H20 dest.

Las preparaciones se mezclaron y se afadieron en cada caso 5 ul de TCA 1,5 M y se mezclaron de nuevo.

Se dispusieron previamente para cada valor 860 pl de H,O dest. en un recipiente de reaccién de 1,5 ml y se
afadieron y se mezclaron 40 pl de la preparacion respectiva. A cada mezcla madre se afiadieron rapidamente 100 pl
de reactivo de Nessler y se mezclaron brevemente las muestras. Después de 5 min se calibro el fotdmetro a 436 nm
frente a agua y se midieron rapidamente las muestras. Los valores se introdujeron en una recta de calibracion
(véase la figura 1).

2.2 Medicién de muestras

Por medio de un ensayo de determinacion de proteinas comercial (Bradfort, Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich)
se determiné la concentracion de proteina del extracto bruto del ejemplo de realizacion 1 con aproximadamente 4
mg/ml. La disolucién de asparaginasa se diluyo 1:2000 en Tris/HCI 50 mM pH 8,6. Para cada una de las muestras
que van a medirse se dispuso previamente la siguiente preparacion:

50 pl Tris/HCI 50 mM pH 8,6
35 ul H->O dest.
5ul Disolucion de L-Asn 172 mM

Las preparaciones se mezclaron y se calentaron previamente en un termociclador hasta la temperatura deseada (37,
70, 80,90y 99 °C).

A las preparaciones se afiadieron 5 pl de la muestra de enzimas diluida y para el valor de referencia se afiadieron 5
ul de tampén, las preparaciones se mezclaron brevemente y se incubaron entonces durante 30 min a la temperatura
de reaccion respectiva. A continuacion se enfriaron las reacciones sobre hielo y se detuvieron mediante adicion de 5
pl de disolucién de TCA 1,5 M.

La determinacion de los iones amonio liberados tuvo lugar inmediatamente a continuacion. Se dispusieron para cada
valor 860 pl de H,O dest. en un recipiente de reaccion de 1,5 ml y se afiadieron y se mezclaron 40 pl de la
preparacion respectiva. A cada preparacion se afiadieron rapidamente 100 pl de reactivo de Nessler y se mezclaron
brevemente las muestras. Después de 5 min se calibro el fotdbmetro a 436 nm frente a agua y se midieron las
muestras rapidamente.

En primer lugar se calculd el valor de absorcion determinado en iones amonio liberados por medio de la curva de
calibracion (véase la figura 1). A continuacion se calculé a través de la definicion de la unidad (una unidad de
asparaginasa libera 1 pmol de NH4 por minuto en las condiciones de ensayo) la actividad volumétrica [U/ml] de la
enzima. Calculos de este tipo son en general conocidos por el experto.

2.3 Determinacién del valor 6ptimo de temperatura

Para las distintas temperaturas se midié el contenido en NH4 a una longitud de onda de 436 nm y se determinaron
las actividades (enzimaticas) volumétricas resultantes de lo mismo. La actividad volumétrica a 90 °C se establecio al
100 % (= valor de referencia) y las actividades volumétricas respectivas a las otras temperaturas de manera
correspondiente referidas a este valor de referencia (= actividad relativa). Los valores correspondientes estan
resumidos en la siguiente tabla, asi como graficamente en la figura 2:
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Temp. Valor de medicion 436 nm Unidades por ml Actividad relativa
37 °C 0,018 320 9%

70 °C 0,126 2140 58 %

80 °C 0,205 3460 94 %

90 °C 0,218 3670 100 %

99 °C 0,2 3370 92 %

Ejemplo 3 — Determinacién de la estabilidad frente a la temperatura

Reactivos y disoluciones, la determinacion de la curva de calibracion asi como la realizacion de los ensayos de
actividad tuvo lugar tal como se describié anteriormente en el ejemplo de realizacion 2.

3.1 Estabilidad frente a la temperatura a 95 °C

La determinacion de la actividad (enzimatica) volumétrica tuvo lugar en este sentido siempre a una temperatura de
incubacion de 90 °C. Para la determinacion de la estabilidad frente a la temperatura se diluyo la disolucion de
asparaginasa del ejemplo de realizacion 1 1:10 en Tris/HCI 50 mM pH 8,6 y a continuacién se incubd previamente
durante distintos intervalos de tiempo a 95 °C (0, 1, 15, 30, 45 y 60 min). A continuacién tuvo lugar una dilucién
adicional de 1:100 en Tris/HCI 50 mM pH 8,6 y la determinacién de la actividad residual restante. La actividad
enzimatica volumétrica sin incubacion previa a 95 °C se establecié al 100 % (= valor de referencia) y todos los
demas valores se refieren a este valor de referencia (= actividad relativa). Los valores obtenidos/calculados a este
respecto estan resumidos en la siguiente tabla (véase también la figura 3):

Tiempo en min Valor de medicion a 436 nm  Unidades por ml Actividad relativa

0 0,398 3340 100 %
1 0,466 3900 117 %*
15 0,403 3380 101 %*
30 0,464 3890 116 %*
45 0,464 3890 116 %*
60 0,418 3500 105 %*

* actividad relativa = actividad residual

3.2 Estabilidad frente a la temperatura a 99 °C

El ensayo para la determinacion de la estabilidad frente a la temperatura a 99 °C se llevé a cabo de manera analoga
al ensayo descrito anteriormente en el punto 3.1. Los valores obtenidos/calculados en este sentido estan resumidos
en la siguiente tabla (véase también la figura 4):

Tiempo en min Valor de mediciéon a 436 nm  Unidades por ml Actividad relativa
0 0,411 3440 100 %
1 0,416 3490 101 %*
15 0,396 3320 97 %*
30 0,276 2320 67 %*
45 0,329 2790 81 %*
60 0,294 2470 72 %*

* actividad relativa = actividad residual

Ejemplo 4 — Reduccion del contenido en acrilamida en granos de café

Para la deteccion de la eficacia del tratamiento de alimentos con la asparaginasa de acuerdo con la invencion se
sometieron granos de café en bruto antes de la tostaciéon a una etapa de tratamiento con la enzima a 80 °C y se
determind la reduccién del contenido en acrilamida después de la tostacion.

Para ello se prepararon las siguientes preparaciones de ensayo:

Blanco 1: 500 g de granos de café en bruto tipo arabica-mezcla +
267 g de TRIS/HCI 100 mM pH 8,6 (25 °C)

Blanco 2: 500 g e granos de café en bruto tipo arabica de Brasil +
267 g de TRIS/HCI 100 mM pH 8,6 (25 °C)

Muestra 1: 500 g de granos de café en bruto tipo arabica-mezcla +

267 g de M TRIS/HCI 100 m pH 8,6 (25 °C) +
1400 unidades de asparaginasa del ejemplo de realizacion 1

15



10

15

20

25

ES 2480 542 T3

Muestra 2: 500 g de granos de café en bruto tipo arabica de Brasil +
267 g de TRIS/HCI 100 mM pH 8,6 (25 °C) +
1400 unidades asparaginasa del ejemplo de realizacion 1

Los blancos y las muestras se incubaron durante 60 min a 80 °C con rotacién. A continuacion se separo por filtracion
el liquido de los granos de café, se secaron los granos y se tostaron.

La determinacion del contenido en acrilamida tuvo lugar por un laboratorio de ensayo acreditado independiente. Los
resultados de los ensayos se muestran en la siguiente tabla (véase también la figura 4):

Contenido en acrilamida en pg/kg Desviacion media en pg/kg Contenido residual
Blanco 1 480 20 100 %
Muestra 1 222 19 46 %
Blanco 2 585 35 100 %
Muestra 2 273 18 47 %

Protocolo de secuencias:

<110> c-Lecta GmbH

<120> Amidohidrolasas para el tratamiento de productos alimenticios o estimulantes
<130> 1V0003

<160> 6

<170> PatentIn version 3.4

<210> 1

<211> 981

<212> ADN

<213> Pyrococcus furiosus

<400> 1
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gtgaaaatte ttetaattgg gatgggtgga acaattgega gtgtaaaggg cgagaatgga 60
tatgaggctt cgttgtccgt taaagaagtt ttagatatcg ccggaatcaa agattgtgag 120
gattgtgatt ttctcgattt aaagaacgtt gatagcacgc ttatccagecc agaagatigg 180
gtagatcttg ctgaaactct ttacaagaat gtaaaaaaal atgatggaat tatagtcact 240
catggtaccg atactcttge ctacacttct t?aatgataa gtttcatgct tagaaaccce 300
ccaataccca tcgtatttac tggttctatg atacctgcca ctgaagaaaa tagtgatgcc 360
cccctaaact tgcaaacagc aataaagttt gcaacttctg gaattagggg agtttacgtg 420
gccttcaatg gaaaagttat gcttggagtt agaacatcta aggttaggac aatgagcaga 480
gatgcattcg aaagcattaa ctaccctata attgcagaat taagaggaga agatctegtg 540
gttaacttta ttccaaagtt taacaatgga gaagtcacat tagaccttag gcacgatcca 600
aaagttctag ttataaagct aatcccagga ctttcggggg acatatttag ggcagctgta 660
gagctgggat atagaggaat tgtcatagaa ggttatggag ctggaggaat tccttatagg 120
ggaagtgatt tacttcaaac aatagaggag ctctccaagg agattccaat agtaatgaca 780
acccaggcaa tgtacgatgg agttgatcta acgaggtaca aagttgggag attagccctt 840
agagctggag taatcccagc.gqqggacatg acaaaagagqg caacadgtaac aaagctcatg 300
tggattctag gccacacaaa caatgtggaa gaaataaaag tattaatgag aaaaaatcta 960
gttggagagec ttagagatta a 981

<210> 2

<211> 326

<212> PRT

<213> Pyrococcus furiosus

<400> 2
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Tyr Lys Val Gly Arg Leu Rla - Leu Arg Ala Gly Val Ile Fro Ala Gly
275 280 285

Asp Met Thr Lys Glu Ala Thr Val Thr Lys Leu Met Trp Ile Leu Gly
290 295 300

His Thr Asn Asn Val Glu Glu Ile Lys Val Leu Met Arg Lys Asn Leu
305 310 315 320

Val Gly Glu Leu Arg Asp

325
<210> 3
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sintetizada quimicamente

<400> 3
acctgcggtc tcgcatgaaa attcttctaa ttgggatggg 40

<210> 4
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sintetizada quimicamente

<400> 4
ggatccctge agttaatctc taagctctce aactag 36

<210> 5
<211> 3669
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> plasmido pRSF-1b

<400> 5
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tggtgtccag
ctcactatag
tttaataagyg
tgatgacgac
ggtcgacaag
acgccagcac
tgagcaataa
gaaacctcag
aaaécagcaa
acgaccgggt
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ctcteccctta

agcggataac

tggcacatca

cggatcccaa

cactcgagte

ctactagecgc

cccttgggge

agcacacggt

cggctattta

ggcactttte

aatatgtatc

caatttattc

aggagaaaac

tccgactegt

aagtgagaaa

ttctttcecag

dacCaaaccyg

tgcgactect

aattcececctyg

ccaccaccat

ttgggagctc

tggtaaagaa

agcttaatta

ctctaaacgg

cacactgett

acgaccctgce

ggggaaatgt

cgctecatgaa

atatcaggat

tcacecgaggce

ccaacatcaa

tcaccatgag

acttgttcaa

ttattcattc

21

gcattaggaa
tagaaataat
cacgtgggta
gtgtacacgg
accgctgetg
acctaggctg
gtcttgaggg
ccggtagtca
cctgaaccga
gcgoggaacc
ttaattctta
tatcaatacec
agttccatag
tacaacctat
tgacgactga
caggccagcc

gtgattgcgc

attaatacga

tttgtttaac

ccggttegaa

cgecgectgeca

‘cgaaatttga

ctgccacege

gttttttget

ataaaccggt

Ccgacaagctg

cctatttgtt

gaaaaactca

atatttttga

gatggcaaga

taatttcccc

atccggtgag

attacgctcg

ctgagcgaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020



cgaaatacgc
aggaacactg
tggaatgctg
ataaaatgct
tcatctgtga
tcgggettee
catttatacc
gtttcecegtt
ggttattgtc
atgcagcgct
cgagcggtgt
gccggaaaga
tttccatagg
gcgaaacccq
ctctcetgtt
cgtggegcott
caagctgggc

ctatcgtett

taactgattt.

cagattttgg

agcgaacctt

ggtcgctgtt
ccagcgecatce
tttteccegag
tgatggtcgg
catcattggce
catacaatcg
catataaatc
gaatatggct
tcatgagcgg
cttecgette
cagctcacte
acatqtgagt
ctcocecgeceee
acaggactat
cocgaccctge
tctcataget
tgtgtgcacg
gagtccaace
agaggacttt
tgagtgcggt

gagaaaacca
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aaaaggacaa
aacaatattt
gatcgcagtg
aagaggcata
aacgctacct
atagattgtc
agcatccatg
catactctte
atacatattc
ctcgectcact
aaaagcggta
daaaagcaaa
ctgacgagca
daagatacea
cgcttaccgg
cacgctgttg
aaccccocegt
cggtaagaca
gtcttgaagt
cctccgaccc

cegttggtag

ttacaaacag

tcacctgaat

gtgagtaacc

aattccgtca

ttgccatgtt

gcacctgatt

ttggaattta

ctttttcaat

gaatgtattt

gactcgctac

atacggttat

gcaccggaag

tcacaaaaat

ggcgttteec

atacctgtece

gtatctcagt

tcagcccgac

cgacttatcg

tatgcacctg

acttaccttg

cggtggtttt

22

gaatcgaatg
caggatattc
atgcatcatc
gccagtttag
tcagaaacaa
gocccgacatt
atcgcocggect
attattgaag
agaaaaataa
gctcggtegt
ccacagaatc
aagccaacgc
cgacgctcaa
cctggaagcet
gcoctttetoo
tcggtgtagg
cgctgocgect
ccactggcag
ttaaggctaa
gttcaaagag

tectttattta

caaccggcgco
ttctaatacc
aggagtacgg
tctgaccatc
ctctggcg;a
atcgcgagcce
agagcaagac
catttatcag
acaaataggc
tegactgegg
aggggataaa
cgcaggcgtt
gccagaggtyg
ccctegtgeg
cttcgggaag
tegttcgete
tatccggtaa
cageccattgg
actgaaagaa
ttggtagctc

tgagatgatyg

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280



aatcaatcgg

ttatctette

gttagtcatg

cggtcgagat

gcecgettte

gg99gagaggc

gcaacagctg

tggtttgecee

agectgtette

actcggtaat

tgggaacgat

agtcgectte

cagccagacg

ggtgacccaa

taatactgtt

aggcagctte

tgacgcgttg

ctaccatcga

caatttgcga

gtttgccege

cttccacttt

tctatcaagt

aaatgtagca

cceccgegece

cceggtgect

cagtcgggaa

ggtttgcgta

attgecctte

cagcaggcga

ggtatcgtcg

ggcgcgeate

gecectecatte

ccgttecget

cagacgcgcec

tgcgaccaga

gatgggtgte

cacagcaatg

cgecgagaaga

caccaccacg

cggcgegtge

cagttgttgt

ttccegegtt
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caacgaacag
cctgaagtca
accqgaégqa
aatgagtgag
acctgtcgtg
ttgggcgcca
accgectgge
aaatcctgtt
tatcccacta
gcgoccageg
agcatttgca
atcggctgaa
gagacagaac
tgctccacge
tggtcagaga
gcatcctggt
ttgtgcaccg
ctggcaccca
agggccagac
gccacgoggt

ttcgcagaaa

ctattccgtt

gccccatacg

gctgactggg

ctaacttaca

ccagctgcat

gggtggtttt

cctgagagag

tgatggtagt

ccgagatgte

ccatctgatce

tggtttgttg

tttgattgeg

ttaatgggec

ccagtcgegt

catcaagaaa

catccagcgg

ccgetttaca

gttgatcgge

tggaggtggc

tgggaatgta

cgtggctggce

23

actctagatt
atataagttg
ttgaaggctce
ttaattgegt
taatgaatcg
tcttttcacc
ttgcagcaag
taacggcggg
cgcaccaacg
gttggcaacc
aaaaccggac
agtgagatat
cgctaacagce
accgtcttca
taacgccgga
atagttaatg
QQCtFCgan
gcgagattta
aacgccaatc
attcagctcc

ctggttcacc

tcagtgcaat

taattctcat

tcaagggcat

tgcgctcact

gccaacgcge

agtgégacgg

cggtccacgc

atataacatg

cgcagcecgg

agcatcgcag

atggcactcc

ttatgccage

gcgatttgct

tgggagaaaa

acattagtgc

atcagcccac

ccgecttegtte

atcgecocgega

agcaacgact

gccatcgeeg

acgcgggaaa

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3l1zo
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540
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cggtctgata agagacaccg gcatactctg cgacatcgta taacgttact ggtttcacat

tcaccaccct gaattgactc tcttccgggce gctatcatge cataccgcga aaggitttge

geccattega

<210> 6
<211> 4554
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Plasmido pRSF_PF-Asnl

<400> 6

tggtgtcegg

ctcactatag

tttaataagg

tgtaaaggge

cggaatcaaa

tatccagcca

tgatggaatt

Ettcatgett

tgaagaaaat

aattagggga

ggttaggaca

aagaggagaa

agaccttagg-

gatctcgacg
gggaattgtg
agatatacca
gagaatggat
qattqféagg
gaaqattggé
atagtcactec
agaaacccce
agtgatgeccc
gtttacgtgg
atgagcagag
Qatcthtqg

cacgatccaa

ctctccecctta

agcggataac

tgaaaattct

atgaggcttce

attgtgattt

tagatcttgc

atggtaccga

caatacccat

ccctaaactt

ccttcaatgg

atgcattega

ttaactttat

aagttctagt

tgecgactecct
aattccectg
tctaattggg
gttgtecgtt
tctcgattta
tgaaactctt
tactcttgce
cgtatttact
gcaaacagca
aaaagtta#g
aagcattaac
tccaaagttt

tataaagcta

24

gcattaggaa

tagaaataat

atgggtggaa

aaagaagttt

aagaacgttg

tacaagaatg

tacacttectt

ggttctatga

ataaagtttyg

cttggagtta

taccctataa

aacaatggag

atcccaggac

attaatacga

tttgtttaac

caattgcgag

tagatatecge

atagcacgct

taaaaaaata

‘caatgataag

tacctgccac
caacttctgg
gaaca;ctaa
ttgcagaatt
aagtcacatt

tttcggggga

3600

jee0

3669

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



catatttagg
tggaggﬁatt
gattccaqta
agttgggaga
aacagtaaca
attaatgaga
ggccgcacte
ctecgtctact
ataacccctt
tgagaagcac
ataagcggct
caagtggecac
attcaaatat
aactgcaatt
aatgaaggag
gcqattc;ga
Ltatcaagtg
tgcatttctt
gcatcaacca
ctgttaaaag

gcatcaacaa

gcagctgtag

ccttataggg

gtaatgacaa

ttagcectta

aagctcatgt

aaaaatctag

gagtctggta

agcgcagett

ggggcectcta

acggtcacac

atttaacgac

ttttegggga

gtatccgcte

tattcatatc

daaactcacc

ctcgtccaac

agaaatcacc

tccagacttg

aaccgttatt

gacaattaca

tattttcacc
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agctgggata
gaagtgattt
cccaggcaat
gagctggagt
ggattc?aqq
ttggagagct
ddagaaaccgc
aattaaccta
aacgggtectt
tgcttcecggt
cctgecococtga
aatgtgcgeg
atgaattaat
aggattatca
gaggcagttc
atcaatacaa
atgagtgacg
ttcaacagge
cattcgtgat
aacaggaatc

tqaafcagga

tagaggaatt

acttcaaaca

gtacgatgga

aatcccageg

cCacacaaac

tagagattaa

tgctgcgaaa

ggctgctgec

gaggggtttt

agtcaataaa

accgacgaca

gaacccctat

tcttagaaaa

ataccatatt

cataggatgg

cctattaatt

actgaatccg

cagccattac

tgecgeckbgag

gaatgcaacc

tattcttcta

25

gtcatagaag
atagaggagc
gttgatctaa
ggggacatga
aatgtggaag
ctgcaggteg
tttgaacgcec
accgctgage
ttgctgaaac
ccggtaaacce
agctgacgac
ttgtttattt
actcatcgag
tttgaaaaag
caagatcctg
tccectegto
gtgagaatgqg
gctegtcate
cgagacgaaa
ggcgcaggaa

atacctggaa

gttatggagc

tcteccaagga

cgaggtacaa

caaaagaggc

aaataaaagt

acaagcttge

agcacatgga

aataactagc

ctcaggecatt

agcaatagac

cgggtctceg

ttctaaatac

catcaaatga

ccgtttetgt

gtatcggtct

daaasataagg

caaaagttta

aaaatcactc

tacgcggteg

cactgccagc

tgetgtttte

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1580

2040



ccggggatcg
gtcggaagag
ttggcaacge
aatcgataga
aaatcagcat
tggctcatac
agcggataca
gcttectege
cactcaaaag
tgagcaaaaa
ccecccctgac
actataaaga
cctgocogett
tagctcacgc
gcacgaacce
caacccggta
actttgtctt
gcggtccteo
aaccaccgtt
caagtqaacg

tagcacctga

cagtggtgag

gcataaattc

tacctttgee

ttgtcgecace

ccatgttgga

tcttcetttt

tatttgaatg

tcactgactc

cggtaatacg

gcaaagcacc

gagcatcaca

taccaggecgt

accggatace

tgttggtatc

cccgttecage

agacacgact

gaagttatgc

aacccactta

ggtagcggtg

aacagctatt

agtcagecce
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taaccatgca
cgtcagccag
atgtttcaga
tgattgcecg
atttaatcgc
tcaatattat
tatttagaaa
gctacgctcg
gttatccaca
ggaagaagcc
aaaatcgacyg
ttcecectgg
tgteccgectt
tcagttcggt

cegacegetg

‘tatcgccact

acctgttaag

ccttggttca

gtttttctet

ccgttactet

atacgatata

tcatcaggag

tttagtctga

aacaactctg

acattatcgc

ggcctagage

tgaagcattt

dataaacaaa

gtcgttcgac

gaatcagggg

aacgccgcag

ctcaagccag

aagctcccte

tcteccetteg

gtaggtcgtt

cgecettatec

ggcagcagcc

gctaaactga

asgagttggt

atttatgaga

agatttcagt

agttgtaatt

26

Ltacggataaa
ccatctcatc
gecgecateggg
gagcccattct
aagacgtttc
atcagggtta
taggcatgca
tgcggcgage
ataaagccgg
goegtbtttee
aggtggcgaa
gbtgcgetcte
ggaagcgtgg
cgctccaaqc
ggtaactatc
attggtaact
aagaacagat
agctcagecga
tgatgaatca
gcaatttate

ctcatgttag

atgcttgatg

tgtaacatca

cttcccatac

atacccatat

ccgttgaata

ttgtctcatg

gcgctcetec

ggtgtcagct

aaagaacatg

ataggctccg

acccgacagq

ctgttcegac

cgctttcteca

tgggctgtgt

gtcttgagtce

gatttagagg

tttggtgagt
accttgagaa
atcggtctat
tc:tcaaétg

tcatgceceg

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

25940

3000

3060

3120

3180

3240

3300



cgcccaccqgg
tgcctaatga
gggaaacctg
gcgtattggg
ccttcaccge
ggcgaaaate
cgtegtatec
gcattgcécc
cattcagcat
ccgctatcgg
gcgccgagac
ccagatgctc
gtgtctggte
caatggcatc
gaagattgtg
ccacgctgge
cgtgcaggge
gttgtgceac
gcgttttege
caccggecata

gactetette

aaggagctqga

gtgagctaac

tegtgecage

cgccagggtg

ctggccctga

ctgtttgatg

cactaccgag

cagcgccatc

ttgcatggtt

ctgaatttga

agaacttaat

cacgcccagt

agagacatca

ctggtcatcc

caccgeocget

acccagttga

cagactggag

gcggttggga

agaaacgtygg

ctctgegaca:

cgggcgetat
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ctgggttgaa

ttacattaat

tgcattaatg

gtttttecttt

gagagttgca

gtggttaacg

atgtcecgecac

tgatcgttgg

tgttgaaaac

ttgcgagtga

gggcccgcta

cgcgtacegt

agaaataacg

agcggatagt

ttacaggett

teggegegag

gtggcaacgc

atgtaattca

ctggcoctggt

tcgtataacg

catgccatac

ggctctcaag
tgegttgege
aatcggccaa
tcaccagtga
gcaagcggtc
gcgggatata
caacgcgcag
caaccagcat
cggacatgge
gatatttatg
acagcgcgat
cttcatggga
ccggaacatt
taatgatcag
cgacgecget
atttaatcge
caatcagcaa
gctocogocat
tcaccacgcg
ttactggttt

cgcgaaaggt

27

ggcatcggtc

tcactgcccg

cgcgcgggga

gacgggcaac

cacgctggtt

acatgagctg

cccggacteg

cgcagtggga

actccagtcg

ccagccageoc

ttgctggtga

gaaaataata

agtgcaggca

cccactgacg

tegttetace

cgcgacaatt

cgactgtttg

cgecegettec

ggaaacggtc

cacattcacc

tttgcgccat

gagatcccgg
ctttccagte
gaggcggttet
agctgattge
tgccccagca
tctteggtat
gtaatggcge
acgatgccct
ccttecogtt
agacgcagac
cccaatgega
ctgttgatgg
gcttccacag
cgttgcgcga
atcgacacca
tgcgacggeg
ccocgecagtt
acttttteccc
tgataagaga
accctgaatt

tcga

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4554
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una amidohidrolasa, que después de una duraciéon de incubaciéon de 20 min a 70 °C presenta una
actividad residual de al menos el 75 % y un valor 6ptimo de temperatura en el intervalo de 70 a 120 °C, para el
tratamiento de un producto alimenticio o de un estimulante mediante incubacién del producto alimenticio o del
estimulante con la amidohidrolasa a una temperatura de incubacién de al menos 70 °C,

siendo la amidohidrolasa una asparaginasa, cuya secuencia de aminoacidos presenta una homologia de al menos el
50 % con respecto a la secuencia de aminoacidos <SEQ ID NO: 2>.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que la amidohidrolasa

- a una temperatura en el intervalo de 60 a 120 °C presenta una actividad especifica de al menos 200
unidades/mg; y/o

- presenta un valor 6ptimo de pH en el intervalo de pH 1 a pH 14; y/o

- después de almacenamiento a 4 °C a lo largo de un periodo de tiempo de 1 mes presenta una actividad
residual de al menos el 80 %; y/o

- a lo largo del intervalo de pH de pH 5 - pH 10 presenta una actividad de al menos el 10 % en comparacion
con la actividad maxima.

3. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la asparaginasa es
“asparaginasa |” de Pyrococcus furiosus.

4. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la asparaginasa esta
codificada por una secuencia de nucleétidos, que presenta una homologia de al menos el 60 % con respecto a la
secuencia de nucledtidos <SEQ ID NO: 1>,

5. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la secuencia de aminoacidos
de la asparaginasa presenta una homologia de al menos el 75 % con respecto a la secuencia de aminoacidos <SEQ
ID NO: 2>.

6. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el tratamiento del producto
alimenticio o del estimulante

- sirve para la hidrdlisis de asparagina para dar acido aspartico; y/o
- sirve para la disminucidon del contenido en asparagina y/o acrilamida en el producto alimenticio o el
estimulante.

7. Uso de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado por que la disminucién del contenido en asparagina tiene
lugar para que el producto alimenticio o el estimulante, en el caso de un tratamiento posterior térmico, presenten un
contenido en acrilamida disminuido.

8. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el producto alimenticio y/o
estimulante se selecciona del grupo que consiste en pan crujiente, pan tostado, galletas, galletas saladas, pan para
tostar, barquillos, magdalenas, rosquillas, cruasanes, brownies, cereales para el desayuno, bizcochos, chips de
patata, chips de tortilla, chips de maiz, crackers, patatas fritas, galletas de arroz, polenta, cuscus, tortitas, nueces,
mezclas preparadas mezclas para pasteles, mezclas para bizcochos, mezclas para pan, picatostes, pienso para
perros, pienso para gatos, granos de café y granos de cacao.

9. Uso de acuerdo con la reivindicaciéon 8, caracterizado por que el tratamiento comprende una descafeinizacion
y/o un lavado de granos de café.

10. Procedimiento para el tratamiento de un producto alimenticio o de un estimulante que comprende la etapa:

(i) incubar el producto alimenticio o el estimulante con una amidohidrolasa tal como se define en una de las
reivindicaciones 1 a 5 a una temperatura de incubacién de al menos 70 °C.

11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizado por que comprende la etapa:

(i) separar la amidohidrolasa del producto alimenticio o del estimulante o inactivar la amidohidrolasa.

28
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Figura 2
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