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DESCRIPCION
Hidrolizados de proteinas de la leche con potencial inmunogénico reducido
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a composiciones que contienen proteinas de la leche y/o proteinas del suero de la leche
hidrolizadas y a métodos para prepararlas. También se dan a conocer hidrolizados proteoliticos de tales proteinas
que tienen potencial inmunogénico reducido para su uso en aplicaciones en las que existe riesgo de respuesta
inmunolégica indeseable a las proteinas.

Antecedentes

La leche es un producto usado ampliamente no s6lo como bebida nutritiva en su forma liquida, sino también como
base para otros numerosos productos tales como helado, yogur, mantequilla, nata y queso. Ademas, la leche y los
componentes de la misma se usan ampliamente como componentes nutricionales y funcionales en muchos
productos alimenticios.

El suero de la leche es un subproducto de la produccién de queso. El suero de la leche se ha convertido en un
componente o aditivo alimenticio Gtil para diversos fines. Un procedimiento tipico de produccion de queso puede
producir sélo aproximadamente 10 libras de queso, pero 90 libras de suero de la leche por cada 100 libras de leche
procesada. El suero de la leche es rico en lactosa, un azlcar de la leche que se produce de manera natural, y
también contiene varias proteinas que no coagulan ni precipitan durante el procedimiento de elaboracion del queso,
sino que mas bien permanecen solubles. Se sabe que las proteinas del suero de la leche son altamente nutritivas y
por tanto pueden ser valiosas, pero estan presentes en una disolucion acuosa diluida de sales, lactosa, proteinas y
algunos lipidos.

Por su naturaleza diluida, en algunos lugares el suero de la leche todavia se trata frecuentemente como un producto
de desecho o efluente, a pesar del gasto de su eliminacién. Cuando es econdmicamente viable, el suero de la leche
frecuentemente se seca por pulverizacién o se procesa adicionalmente para separar las proteinas y/o la lactosa del
aguay entre si.

El suero de la leche o diversos componentes del mismo, puede afiadirse a una gran variedad de alimentos
procesados para proporcionar excelentes propiedades nutricionales y funcionales tanto para el que procesa como
para el consumidor.

Las proteinas del suero de la leche pueden comprender aproximadamente el 20% de las proteinas de la leche
totales. La composicion del suero de la leche que se deriva tras “cuajar’ durante la producciéon de queso incluye
proteinas, junto con la lactosa, grasa y ceniza (2-5%). Lactoalbumina y lactoglobulina son dos proteinas de la leche
prominentes en el suero de la leche. Se ha notificado que cada una de estas proteinas, asi como otras proteinas que
se encuentran en la leche, tiene potencial inmunogénico, por ejemplo como alérgenos. Debido a que estas proteinas
son inmundgenos potenciales o incluso alérgenos, determinados consumidores pueden evitar el uso de productos
alimenticios y/o cosméticos que contienen leche, suero de la leche o componentes de los mismos, por ejemplo las
proteinas del suero de la leche lactoalbumina y lactoglobulina. En algunas circunstancias, el profesional médico
puede aconsejar a determinados consumidores que eviten productos que contienen proteinas de la leche o del
suero de la leche. Por tanto, existe una necesidad continua de reducir el potencial inmunogénico de las proteinas de
la leche y proteinas del suero de la leche.

Sumario

En varios de sus diversos aspectos, se proporcionan composiciones y métodos para usar composiciones con un
contenido en proteinas de la leche y/o proteinas del suero de la leche hidrolizadas que se hidrolizan con una o mas
enzimas proteoliticas para reducir el riesgo de respuesta inmunoldgica, particularmente respuesta inmunoldgica
adversa, a las proteinas, en una persona predispuesta a tal respuesta.

En un aspecto, se proporcionan hidrolizados que comprenden al menos una proteina de la leche hidrolizada con al
menos una enzima proteolitica que escinde preferencialmente en un residuo de acido glutamico o acido aspartico y
gue deja uno o mas determinantes inmunolégicos presentes en la proteina, comprendiendo el hidrolizado al menos
una beta lactoglobulina hidrolizada en la regién entre los aminoacidos 55-98, teniendo el hidrolizado
inmunogenicidad reducida en un sujeto predispuesto a tener una reaccion inmunitaria a la proteina y en el que el
hidrolizado esta enriquecido en al menos el péptido AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), en el que al menos una
enzima proteolitica es una endopeptidasa y en el que la endopeptidasa no es una que tiene la secuencia de
aminoécidos
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15VIGSDDRTRVTNTTAYPYRAIVHISSSIG
31 SCTGWKIGPKTVATAGHCIYOTSSGSFAGT
61l ATVSPGRNGTSYPYGSVKSTRYFIPSGHWRS
916 NYPYNYDYGAIELSEPIGNTVGYFGYSYTTS
121 SLVGTTVTISGYPGDKTAGTQWOHSGPIALI
15 SETYKLQYAMDTYGGQSGSPYFEQSSSRTN
181 CSGPCSLAVETNGVYGGSSYNRGTRITKEYV
211l FDONLTNWKNSAQ -

En una realizacion, la endopeptidasa escinde en el lado carboxilo terminal de un residuo de acido glutamico o un
residuo de acido aspartico. En una realizacion, la endopeptidasa es de un Streptomyces, Staphylococcus o un
Bacillus.

En otra realizacion de este aspecto, la proteina a partir de la cual se produce el hidrolizado es una proteina del suero
de la leche, o comprende al menos una de una lactoalbimina o una lactoglobulina, tal como una alfa lactoalbdmina o
una beta lactoglobulina. En otro aspecto, se proporcionan hidrolizados segun la reivindicacion 4.

El hidrolizado esta enriquecido preferiblemente en péptidos que terminan en un residuo de acido glutdmico o &cido
aspartico, en comparacion con la proteina no hidrolizada. En una realizacion, el hidrolizado esta enriquecido en uno
0 mas de los péptidos ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3) o KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID
NO: 4). En otras realizaciones, esta enriquecido en uno o mas de los péptidos ELEE (SEQ ID NO: 5), VATEE (SEQ
ID NO: 6), PFTE (SEQ ID NO: 7), NSAEPE (SEQ ID NO: 8), VFGKE (SEQ ID NO: 9), AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO:
1), ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3), KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4), IQPTPE (SEQ
ID NO: 10), LKPTPE (SEQ ID NO: 11), LKPTPEGD (SEQ ID NO: 12), LKPTPEGDLE (SEQ ID NO: 13), TKIPAVFKID
(SEQ ID NO: 14) o TKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 15) y/o una o mas de DQAME (SEQ ID NO: 16), GIHAQQKE
(SEQ ID NO: 17), VLNE (SEQ ID NO: 18), VFGKE (SEQ ID NO: 19), RLHSMKE (SEQ ID NO: 20), DIKQME (SEQ ID
NO: 21), KHPIKHQGLPQE (SEQ ID NO: 22), RPKHPIKHQGLPQE (SEQ ID NO: 23), PMIGVNQE (SEQ ID NO: 24),
GIHAQQKEPMEGVNQE (SEQ ID NO: 25), RYLGYLE (SEQ ID NO: 26), LAYFYPE (SEQ ID NO: 27), FVAPFPE
(SEQ ID NO: 28), KTTMPLW (SEQ ID NO: 29), LFRQFYQLD (SEQ ID NO: 30), FFVAPFPE (SEQ ID NO: 31),
NLLRFFVAPFPE (SEQ ID NO: 32) o ENLLRFFVAPFPE (SEQ ID NO: 33).

En el presente documento también se proporcionan hidrolizados que contienen proteinas del suero de la leche
enriquecidos en AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), preferiblemente también enriquecidos en uno o mas de los
péptidos: ELEE (SEQ ID NO: 5), VATEE (SEQ ID NO: 6), PFTE (SEQ ID NO: 7), NSAEPE (SEQ ID NO: 8), VFGKE
(SEQ ID NO: 9), ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3), KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4),
IQPTPE (SEQ ID NO: 10), LKPTPE (SEQ ID NO: 11), LKPTPEGD (SEQ ID NO: 12), LKPTPEGDLE (SEQ ID NO:
13), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 14) o KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 15). Los hidrolizados de proteinas del
suero de la leche tienen inmunogenicidad reducida en un sujeto predispuesto a tener una reaccion inmunitaria a una
0 mas proteinas del suero de la leche.

En una realizacion, el hidrolizado que contiene proteinas del suero de la leche esta preferencialmente enriquecido en
uno o mas de los péptidos ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3) o TKIPAVFKIDALNE (SEQ ID
NO: 4). El hidrolizado de este aspecto se produce a través del uso de una endopeptidasa que escinde
preferencialmente en el lado carboxilo terminal de un residuo de &cido glutdmico o un residuo de &cido aspartico. En
una realizacién, la endopeptidasa no requiere un i6n metélico para su actividad.

En el presente documento también se proporcionan componentes alimenticios que comprenden un hidrolizado de
proteinas del suero de la leche enriquecido en AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), preferiblemente enriquecido en uno
0 mas de los péptidos ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3) o KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID
NO: 4). Los componentes alimenticios proporcionados tienen inmunogenicidad reducida en un sujeto predispuesto a
tener una reaccion inmunitaria a una 0 mas proteinas del suero de la leche.

En el presente documento también se proporcionan productos alimenticios fabricados que comprenden un
hidrolizado de proteinas del suero de la leche enriquecido en AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), preferiblemente
enriquecido en uno o mas de los péptidos ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3) o
KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4). Los productos alimenticios fabricados tiene inmunogenicidad reducida en un
sujeto predispuesto a tener una reaccion inmunitaria a una o mas proteinas del suero de la leche.

Los ejemplos de tales productos alimenticios fabricados proporcionados segun el presente documento incluyen
preparados para lactantes, bebidas para deportistas, productos que contienen queso, complementos proteicos,
complementos nutricionales o productos sustitutos de comida.

También se proporcionan productos no alimenticios que comprenden cualquiera de los hidrolizados descritos en el
presente documento. En diversas realizaciones, el producto no alimenticio es un cosmético, una locién o un
limpiador para su uso en piel humana. En una realizacion, el producto no alimenticio comprende un hidrolizado de
proteinas del suero de la leche enriquecido en AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), preferiblemente enriquecido en uno
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0 més de los péptidos ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3) o KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID
NO: 4), y tiene inmunogenicidad reducida en un sujeto predispuesto a tener una reaccion inmunitaria a una o mas
proteinas del suero de la leche. También se proporciona un producto no alimenticio segun la reivindicacion 23.

También se proporcionan composiciones que comprenden al menos dos hidrolizados tal como se describe en el
presente documento, en las que cada hidrolizado se produce con al menos una enzima diferente que tiene una
especificidad diferente, o cada hidrolizado se produce con la misma enzima a partir de una proteina o mezcla de
proteinas diferente. En otro aspecto, se proporciona el uso segun la reivindicacién 28.

El sumario anterior, asi como la siguiente descripcion detallada y ejemplos tienen la finalidad de ilustrar diversas
realizaciones.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras adjuntas sirven para explicar o ilustrar adicionalmente diversos aspectos de las composiciones o
métodos descritos mas completamente en el presente documento y ejemplificados a continuacion.

Figura 1: Andlisis de SDS-PAGE que muestra el transcurso de tiempo de la protedlisis de proteinas del suero de la
leche durante 20 horas de tratamiento con S-Glu o L-Glu. Carriles (de izquierda a derecha) 1, 2, 3: tratamiento con
S-Glu durante 2, 4 y 20 h, respectivamente; carril 4: control de suero de la leche; carriles 5, 6, 7: tratamiento con L-
Endo durante 20, 4 y 2 h, respectivamente; carril 8: control de suero de la leche; carriles 9-10: marcadores de PM
(proteinas patron).

Figura 2: Andlisis de espectrometria de masas representativo de proteinas del suero de la leche digeridas por
endopeptidasas. La muestra se tomd a las 20 h a partir de muestra digerida con L-Glu. El panel A muestra la
deteccion de especies de diversos PM en la muestra. El panel B muestra la abundancia relativa de los productos de
degradacion prevalentes.

Figura 3: Analisis de espectrometria de masas representativo de proteinas del suero de la leche digeridas por
endopeptidasas. La muestra se tomd a las 20 h a partir de muestra digerida con S-Glu. El panel A muestra la
deteccién de especies de diversos PM en la muestra. El panel B muestra la abundancia relativa de los productos de
degradacion prevalentes.

Figura 4: Andlisis de SDS-PAGE de leche desnatada I, hidrdlisis por endopeptidasa Glu: carriles (de izquierda a
derecha): 1, 2, 3: digestién con S-Endo at = 2, 4 y 20 h, respectivamente; carril 5: control de leche desnatada I;
carriles 7, 8, 9: digestion con L-Endo a t= 2, 4, 20 h; carril 10: marcador de PM.

Figura 5: Analisis de SDS-PAGE de leche desnatada I, hidrélisis por endopeptidasa Glu: carriles (de izquierda a
derecha): 1, 2, 3: digestién con S-Endo a t=2, 4 y 20 h, respectivamente; carril 5: control de leche desnatada II;
carriles 7, 8, 9: digestion con L-Endo a t=2, 4, 20 h; carril 10: marcador de PM.

Figura 6: Andlisis de SDS-PAGE de caseina, hidrdlisis por Endo-Glu: carriles (de izquierda a derecha): 1, marcador
de PM; carriles 2, 3, 4: digestién con S-Endo a t=2, 4, y 20 h respectivamente; carril 5: marcador; carriles 6, 7, 8:
digestion con L-Endo a t=2, 4 y 20 h respectivamente; carril 10: caseina C-5890 de Sigma.

Descripcion detallada de realizaciones ilustrativas

Acronimos y abreviaturas:

cP: centiPoise; unidades de viscosidad dindmica;

DFP: fluorofosfato de diisopropilo;

EDTA: acido etilendiaminotetraacético;

Endo-Glu: endopeptidasa que escinde junto a un residuo de Glu en un polipéptido, escidiendo preferiblemente en el
lado carboxilo terminal del residuo de Glu; también denominada en ocasiones en el presente documento Endo-Glu C
en la que la escision es definitivamente en el lado carboxilo terminal de un residuo de Glu;

BPF: Buena(s) practica(s) de fabricacion;

HPLC: Cromatografia de liquidos de alta resolucion

h: hora(s);
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Ul: Unidades internacionales;
CL/EM: cromatografia de liquidos/espectrometria de masas acopladas;
CL/EM/EM: andlisis de cromatografia de liquidos acoplada con espectrometria de masas en tandem;

L-Endo: una endopeptidasa Glu-C de Bacillus lichenformis; también denominada en ocasiones en el presente
documento “L-Glu” o “L-MPR”

EM: espectrometria de masas, usada en ocasiones de manera genérica para englobar analisis acoplados de CL/EM
y CLIEM/EM;

PM: peso molecular;
PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo;

S-Endo: endopeptidasa Glu-C de Bacillus subtilis; también denominada en ocasiones en el presente documento “S-
Glu” 0 “S-MPR”

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio;
Suc-AAPEpPNA: sucinil-Ala-Ala-Pro-Glu-p-nitroanilida

t: tiempo;

TFA: acido trifluoroacético;

PT: proteina total - por ejemplo proteina soluble total en una disolucion de sobrenadante;

p/p: peso por peso (0 peso con respecto a peso), habitualmente describe una base de determinacién de un
porcentaje; usado por ejemplo para expresar concentraciones de componentes afiadidos;

p/v: peso por volumen (o peso con respecto a volumen), una base alternativa para determinar un porcentaje; usado
por ejemplo para expresar concentraciones de componentes afiadidos.

Definiciones:

Tal como se usa en el presente documento, “hidrolizado de proteina” se refiere al producto resultante del tratamiento
de la proteina con una enzima proteolitica. El grado de escision proteolitica de la proteina puede oscilar entre
minimo (por ejemplo escision de un Unico enlace peptidico en una Unica proteina) y amplio (por ejemplo escision de
todos los enlaces peptidicos presentes en la muestra que cumplen los requisitos de especificidad de la enzima
proteolitica en uso) dependiendo de, por ejemplo, las condiciones del tratamiento, tal como la duraciéon del
tratamiento, la temperatura, la concentracion y la pureza de la proteina, la concentracion y la actividad de la enzima
proteolitica.

Tal como se usa en el presente documento, “proteina de la leche” engloba cualquier proteina que se produce de
manera natural en la secrecién normal de la glandula mamaria de un mamifero hembra tras el parto, o productos
derivados de la misma, tales como fracciones de la misma o componentes producidos a partir de ella o de la misma.
La leche puede ser de cualquier especie de mamifero incluyendo pero sin limitarse a vaca, cabra, oveja, bufalo, yak,
camello, llama, alpaca y ser humano. Se prefieren proteinas de la leche de esos mamiferos cuya leche se usa
comercial o ampliamente en diversas culturas y paises. Debe observarse que “proteina de la leche” tal como se usa
en el presente documento engloba tanto el singular como el plural de la palabra “proteina”, por tanto, el término
“proteina de la leche” puede hacer referencia a una sola proteina, 0o a cualquier mezcla de una o mas proteinas,
excepto que se indique otra cosa.

“Proteina del suero de la leche” engloba cualquier proteina que se encuentre en cualquier cantidad en el “suero de la
leche”, el subproducto liquido de la elaboracién del queso que se separa de la cuajada. El suero de la leche
resultante de la produccion de muchos quesos es particularmente bajo en proteinas de la leche micelares, tales
como caseinas, pero esta relativamente enriquecido en proteinas solubles tales como alfa lactoalbimina y beta
lactoglobulina. Como con la “proteina de la leche” anterior, el término “proteina del suero de la leche” tal como se
usa en el presente documento engloba tanto el singular como el plural de la palabra “proteina”, por tanto, el término
“proteina del suero de la leche” también puede hacer referencia a una sola proteina, o a cualquier mezcla de una o
mas proteinas del suero de la leche, excepto que se indique lo contrario. El experto en la técnica entendera que las
proteinas del suero de la leche son de hecho una subclase de proteinas de la leche, y por tanto el término “proteina
de la leche” puede incluir una o mas proteinas del suero de la leche, excepto que se indique otra cosa en el presente
documento. Las composiciones de suero de la leche pueden incluir, por ejemplo, leche, nata y suero del queso. Se
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puede usar suero de la leche derivado de cualquier tipo de queso. La proteina del suero de leche puede derivarse a
partir de cualquier método tal como filtracién, dialisis, evaporacion y 6smosis inversa del suero del queso o mediante
cualquier otro procedimiento que dé cémo resultado las proteinas normalmente descritas como “proteinas del suero
de la leche”.

Tal como se usa en el presente documento, un individuo “sensible” es un individuo predispuesto a tener una
respuesta o0 reaccion inmunitaria a la proteina en una forma no hidrolizada. Tal respuesta o reaccion inmunitaria
como resultado directo o indirecto del consumo de, o la exposicién a, por ejemplo una o0 mas proteinas de la leche
ylo proteinas del suero de la leche, es una medida de la inmunogenicidad de esas proteinas. Tales proteinas
demostraran poca a ninguna inmunogenicidad en un individuo que no esta predispuesto a tener tal respuesta
inmunitaria a la proteina, denominandose tal individuo en ocasiones en el presente documento “insensible” o0 “no
sensible” a la una o mas proteinas de leche y/o del suero de la leche. Preferiblemente, tal individuo no tendra una
reaccion inmunitaria (respuesta inmunoldgica) significativa a o bien la exposicién a o bien el consumo de la proteina.

Tal como se usa en el presente documento, “inmunogenicidad reducida” se refiere a cualquier reduccion,
disminucion o mejora de una respuesta inmunolégica medible. La medicién de tal respuesta puede evaluarse in vitro
o in vivo. Por ejemplo, la respuesta puede medirse directa o indirectamente en una muestra biolégica que
comprende tejido, células o fluido, o similares, o cualquier combinacién de los mismos de un individuo, o puede
evaluarse en el individuo, o bien directa o bien indirectamente. Aunque en diversas realizaciones proporcionadas en
el presente documento bastara cualquier disminucion (o reduccidon) mateméatica en tal respuesta, ya sea medida in
vitro o in vivo, se prefiere que la disminucion sea una mas sustancial. Por supuesto, el experto en la técnica
apreciara que los datos biolégicos tales como una medicion de una respuesta inmunolégica, se someten a una
variacion potencialmente grande en un individuo, y de un individuo a otro. Por ejemplo, cuando la respuesta se
presenta en un individuo “sensible”, la respuesta inmunitaria se reduce preferiblemente de manera sustancial (por
ejemplo, en al menos aproximadamente el 50%, 60% o 70%, o incluso aproximadamente el 80% o mas). Mas
preferiblemente, sélo se observan diferencias pequefias o minimas en tal individuo sensible con los hidrolizados de
proteinas descritos en el presente documento, en comparacion con una medida de la respuesta inmunoldgica de un
individuo que no es sensible a una o méas proteinas de la leche o del suero de la leche no tratadas. Esto es
particularmente preferible cuando la respuesta inmunolégica se considera adversa, por ejemplo una respuesta
alérgica. En tales casos, la disminucién en la respuesta inmunoldgica del individuo sensible (0 medida de la misma)
puede ser al menos de aproximadamente el 85% a aproximadamente el 90%, mas preferiblemente de
aproximadamente el 90% a aproximadamente el 95% o incluso méas. En algin caso, la respuesta de un individuo
sensible a los hidrolizados de proteinas descritos en el presente documento no es significativamente diferente, de
manera estadistica, de la respuesta de un individuo que no es sensible. Aln en otros casos, la reduccion en la
respuesta inmunolégica puede ser muchas veces superior a la observada con la proteina no hidrolizada en un
individuo “sensible”. Por ejemplo, puede haber una reduccion en la respuesta de aproximadamente 10 veces a 100
veces o incluso 1000 veces. Mas preferiblemente, reducciones de aproximadamente 1000 veces a 10.000 veces 0
incluso 100.000 veces o reducciones mayores en una medicién de una respuesta inmunoldgica de un individuo que
consume o0 se expone a las composiciones de hidrolizados de proteinas tal como se da a conocer en el presente
documento, en comparacion con la respuesta del individuo a las proteinas no modificadas.

Hidrolizados de proteinas

En un primer aspecto de varios, se proporcionan hidrolizados de proteinas que comprenden al menos una proteina
de la leche hidrolizada con al menos una enzima proteolitica que escinde preferencialmente en un residuo de acido
glutamico o acido aspartico y que deja uno o mas determinantes inmunoldgicos presentes en la proteina,
comprendiendo el hidrolizado al menos una beta lactoglobulina hidrolizada en la regién entre los aminoacidos 55-98,
teniendo el hidrolizado inmunogenicidad reducida en un sujeto predispuesto a tener una reaccion inmunitaria a la
proteina y en el que el hidrolizado esta enriquecido en al menos el péptido AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), en el
gue al menos una enzima proteolitica es una endopeptidasa y en el que la endopeptidasa es una que no tiene la
secuencia de aminoacidos

5 10 15 20 25 30
1LSVIGSDDRTRVTNTTAYPYRAIVHIGSSSIG
31 SCTGWMHNIGPKTVATACGCHCIYDTSSGSFAGT
6l ATVSPGRNGTSYPYGSESVEKSTRYFIPSGWRS
S1GNTNYDYGAIELSEPIGNTVGYFCYSYTTS
121 SLVGEGTTIT VT ISGCGYPOCDKTAGTQWQHSGPIAI
15 SETYRXKLQYAHUDTYGGQSCECSPVPEQSSSRTN
I8l C35GPCSLAVHTNGVYGGSSYNRGTRITEKEVW
211 PODNLTNWEKNSAQ i’

En una realizacion, el hidrolizado tiene inmunogenicidad reducida en un sujeto predispuesto a tener una reaccion
inmunitaria a la proteina en una forma no hidrolizada.

En determinadas realizaciones, el hidrolizado que contiene al menos una proteina de la leche se hidroliza con una
endopeptidasa. La especificidad de la endopeptidasa es preferiblemente limitada. Tal como apreciara el experto en
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la técnica, para su uso en productos alimenticios, la protedlisis amplia, no especifica de proteinas puede conducir a
propiedades indeseables, tales como sabores desagradables y/o pérdida de funcionalidad. La endopeptidasa para
su uso en el presente documento por tanto escinde preferencialmente sélo en un grado limitado, por ejemplo
teniendo especificidad por uno o mas aminoacidos particulares, o tipos particulares de aminoacidos en cualquiera o
ambos de los lados carboxilo terminal y amino terminal del sitio de escisién.

En determinadas realizaciones preferidas actualmente, la endopeptidasa tiene especificidad por el lado carboxilo
terminal de residuos de aminoacidos hidréfilos, particularmente residuos de acido glutamico o acido aspartico. En
una realizacién, la endopeptidasa escinde especificamente en el lado carboxilo terminal de residuos de acido
glutamico y/o acido aspartico. En otra realizacion, la endopeptidasa escinde de manera exclusiva o casi exclusiva en
el lado carboxilo terminal de residuos de acido glutamico.

En determinadas realizaciones, la endopeptidasa es de la familia de las serina proteasas. Se inhibe, al menos
parcialmente, si no por completo, por fluoruro de fenilmetilsulfonilo o fluorofosfato de diisopropilo. En determinadas
realizaciones, la endopeptidasa es de un Streptomyces, Staphylococcus o un Bacillus spp. Alternativamente, la
endopeptidasa puede ser de cualquier fuente que sea adecuada para su uso en la produccion de alimento o pienso.
En una realizacién, la endopeptidasa es de Bacillus subtilis o de Bacillus lichenformis. En determinadas
realizaciones, la endopeptidasa es una proteina de 23,6 kDa de B. lichenformis, cuya secuencia de amino&cidos se
proporciona en la base de datos del Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (European Molecular Biology
Laboratory) (EMBL) con el nimero de registro EMBL P80057. Alternativamente, la endopeptidasa es una proteina
de 23,9 kDa de B. subtilis, cuya secuencia de aminoacidos se proporciona en la base de datos del EMBL con el
numero de registro EMBL P39790. AUn en otra realizacién, la enzima es cualquier endopeptidasa que cumple los
criterios establecidos anteriormente, con la condicién de que no sea una endopeptidasa dada a conocer en la
patente estadounidense n.° 5.866.357.

La fuente de leche para la proteina no se limita a ninguna especie de mamifero particular, y por tanto se contempla
gue pueda usarse en el presente documento leche de especies incluyendo pero sin limitarse a vaca, cabra, oveja,
bdfalo, caballo, camello, yak, llama, alpaca y seres humanos. En una realizacion, las proteinas de la leche se
originan de una especie que es diferente a la del individuo que se expone a o consume la proteina de la leche. En
otra realizacion, un individuo es sensible a proteinas de la leche de su propia especie. Por tanto, las proteinas de la
leche pueden ser de la misma especie que el individuo. En tales realizaciones, las proteinas modificadas reducen la
inmunogenicidad de la proteina de la leche en ese individuo. En una realizacién, el individuo (denominado en
ocasiones en el presente documento “sujeto”) es un ser humano, y la leche es de una especie animal no humana
cuya leche se consume a menudo por seres humanos, por ejemplo, vaca, cabra, oveja o bufalo.

En determinadas realizaciones, la al menos una proteina de la leche es una proteina soluble, no micelar. En tales
realizaciones, la proteina de la leche por tanto es preferiblemente distinta de caseina. En una realizacion, la proteina
de la leche es una proteina soluble, por ejemplo una o mas de las proteinas normalmente encontradas en el suero
de la leche que resultan de la produccién de cualquier queso producido a partir de cuajada.

En una realizacion particular, la proteina incluye al menos una lactoalbumina o una lactoglobulina. Tal como
apreciara el experto en la técnica, hay varias de tales proteinas que se han modificado en la leche de diversos
mamiferos. Entre las proteinas del suero de la leche prevalentes estan alfa lactoalbumina y beta lactoglobulina,
siendo adecuadas ambas para su uso en el presente documento. Debe entenderse que una proteina del suero de la
leche normalmente no se aislara de otras proteinas del suero de la leche antes de su uso en el presente documento.
Sin embargo, también se contempla en el presente documento el uso de tales proteinas de la leche aisladas o
incluso purificadas.

Debido a la inmunogenicidad potencial de tales proteinas de la leche, tal como se comenté anteriormente, es
deseable que la endopeptidasa escinda péptidos que pueden servir como determinantes inmunoldgicos (por ejemplo
determinantes antigénicos) que pueden estimular, provocar, inducir o exacerbar una respuesta inmunitaria en un
individuo. Tales respuestas inmunitarias incluyen, pero no se limitan a aquellas principalmente bajo el control de los
linfocitos T y aquellas asociadas més a menudo con los linfocitos B del sistema inmunitario. También incluyen tales
respuestas, en las que los anticuerpos producidos son de cualquier tipo. El experto en la técnica apreciara que entre
las muchas respuestas medibles, a menudo se producen anticuerpos Ig-E en respuesta a tales proteinas en un
individuo sensible.

Para los fines del presente documento una “reducciéon” de inmunogenicidad significa al menos una disminucion
matematica en la medida de la respuesta inmunitaria, ya sea in vivo o in vitro. Se prefiere una disminucion
estadisticamente significativa, cuando tal analisis es posible y apropiado. El experto en analisis estadisticos
apreciara que la determinacion de una diferencia estadistica pueda realizarse usando, por ejemplo, la prueba T de
Student o cualquier otro analisis apropiado para la naturaleza y disefio de la metodologia de reunién de datos.

Por tanto, para ayudar a minimizar la inmunogenicidad potencial de las proteinas de la leche, tales como las
proteinas del suero de la leche, alfa lactoalbimina y beta lactoglobulina, la endopeptidasa escinde preferiblemente
uno o mas determinantes inmunolégicos presentes en la proteina, por ejemplo, la regién en beta lactoglobulina entre
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los aminoacidos 55-98. Tal escisién da como resultado el enriquecimiento del hidrolizado, en relacion con la proteina
no hidrolizada en uno o mas péptidos determinados. En una realizacion, el hidrolizado esta enriquecido en
AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), preferiblemente en uno o méas de los péptidos: ILLQKWE (SEQ ID NO: 2),
KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3) y KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4).

En determinadas realizaciones, el hidrolizado esta enriquecido generalmente en péptidos que terminan en un
residuo de acido glutamico o acido aspartico, en comparacion con la proteina no hidrolizada. Cuando la proteina de
la leche incluye una proteina de suero de la leche, en una realizaciéon el hidrolizado esta enriquecido en
AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), preferiblemente enriquecido en uno o mas de los péptidos: ELEE (SEQ ID NO: 5),
VATEE (SEQ ID NO: 6), PFTE (SEQ ID NO: 7), NSAEPE (SEQ ID NO: 8), VFGKE (SEQ ID NO: 9), ILLQKWE (SEQ
ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3), TKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4), IQPTPE (SEQ ID NO: 10), LKPTPE
(SEQ ID NO: 11), LKPTPEGD (SEQ ID NO: 12), LKPTPEGDLE (SEQ ID NO: 13), TKIPAVFKID (SEQ ID NO: 14) y
TKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 15).

Alternativamente, en una realizacién en la que la proteina de la leche incluye una caseina, el hidrolizado puede estar
enriquecido en uno o mas de los péptidos: DQAME (SEQ ID NO: 16), GIHAQQKE (SEQ ID NO: 17), VLNE (SEQ ID
NO: 18), VFGKE (SEQ ID NO: 19), RLHSMKE (SEQ ID NO:20), DIKQME (SEQ ID NO:21), KHPIKHQGLPQE (SEQ
ID NO: 22), RPKHPIKHQGLPQE (SEQ ID NO: 23), PMIGVNQE (SEQ ID NO: 24), GIHAQQKEPMEGVNQE (SEQ ID
NO: 25), RYLGYLE (SEQ ID NO: 26), LAYFYPE (SEQ ID NO: 27), FVAPFPE (SEQ ID NO: 28), KTTMPLW (SEQ ID
NO: 29), LFRQFYQLD (SEQ ID NO: 30), FFVAPFPE (SEQ ID NO: 31), NLLRFFVAPFPE (SEQ ID NO: 32) y
ENLLRFFVAPFPE (SEQ ID NO: 33).

El experto en la técnica observara que nada en el presente documento impide el uso tanto de caseina como de
proteinas del suero de la leche como fuente para el hidrolizado, en cuyo caso, el hidrolizado puede estar enriquecido
en cualquiera de o en todos los péptidos anteriores (SEQ ID NO: 1-32), o en cualquier combinacion de los mismos.

Hidrolizados que contienen proteinas del suero de la leche

En el presente documento también se proporcionan hidrolizados que contienen proteinas del suero de la leche
enriquecidos en AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1). Los hidrolizados de proteinas del suero de la leche estan
enriquecidos en uno o mas de los péptidos: ELEE (SEQ ID NO: 5), VATEE (SEQ ID NO: 6), PFTE (SEQ ID NO: 7),
NSAEPE (SEQ ID NO: 8), VFGKE (SEQ ID NO: 9), ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3),
KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4), IQPTPE (SEQ ID NO: 10), LKPTPE (SEQ ID NO: 11), LKPTPEGD (SEQ ID
NO: 12), LKPTPEGDLE (SEQ ID NO: 13), TKIPAVFKID (SEQ ID NO: 14) y TKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 15), y
tienen inmunogenicidad reducida en un sujeto predispuesto a tener una reaccién inmunitaria a una o0 mas proteinas
del suero de la leche.

Como se comentd anteriormente, la reaccidon inmunitaria puede englobar cualquiera de las reacciones de un
individuo a una proteina extrafia. La medida de tal reaccion puede englobar cualquiera de las técnicas, in vitro, in
vivo, clinicas o de otro tipo, conocidas por el experto en la técnica. Igual que anteriormente, una “reduccién” significa
al menos una disminucion matematica. Se prefiere una disminucién estadisticamente significativa, cuando tal
andlisis es posible y apropiado. En una realizacion, el sujeto es un ser humano con alergias a proteinas del suero de
la leche procedente de la leche de vaca. El hidrolizado proporciona al menos una disminucién de aproximadamente
el 50% en la medida de inmunogenicidad en comparacién con la proteina del suero de la leche no hidrolizada. En
otras realizaciones, hay una reduccién de aproximadamente el 70%, 80% o 90% o mas en la medida de la
inmunogenicidad. Aan en otras realizaciones, hay una reduccién de aproximadamente 10 veces a 100 veces en la
inmunogenicidad, una reduccion de 100 veces a 1000 veces, una reduccién de 1000 veces a 10.000 veces o incluso
més. En una realizacion, la composicion de proteina hidrolizada da como resultado inmunogenicidad reducida en el
sujeto sensible de tal manera que casi no hay diferencias detectables entre la respuesta inmunoldgica a la proteina
hidrolizada en un sujeto sensible y la respuesta en uno que no es sensible. Preferiblemente, no hay diferencias
estadisticas entre las respuestas inmunoldgicas entre un individuo sensible y uno no sensible tras la exposicion a, o
el consumo de, el hidrolizado que contiene proteinas del suero de la leche.

En determinadas realizaciones, el hidrolizado que contiene proteinas del suero de la leche enriquecido en
AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), esta enriquecido, en relacion con una muestra de proteinas de suero de la leche
comparable pero no tratada, en uno o més de los péptidos: ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO:
3) y KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4).

El hidrolizado que contiene proteinas del suero de la leche puede producirse a través del uso de una o mas
endopeptidasas que escinden preferencialmente en el lado carboxilo terminal de los residuos de acido glutamico y/o
residuos de acido aspartico. En una realizacién particular, el hidrolizado que contiene proteinas del suero de la leche
se produce a través del uso de una endopeptidasa que no usa o requiere un idn metalico para su actividad, y por
tanto no es una metaloproteinasa estricta. El experto en la técnica apreciara que el uso de quelantes metalicos tales
como EDTA puede ayudar a determinar la ausencia de un requerimiento de metal para cualquier enzima, por
ejemplo una proteasa o una peptidasa.
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Usos de los hidrolizados de proteinas

En otro aspecto se proporcionan aditivos, complementos e componentes alimenticios que comprenden un
hidrolizado que contiene proteinas del suero de la leche o un hidrolizado de proteinas de la leche, enriquecido en
AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), tal como se describi6é anteriormente,

Para tales usos se prefieren hidrolizados, preferiblemente hidrolizados del suero de la leche, enriquecidos en uno o
mas de los péptidos: ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3) y KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO:
4) en relacién con la proteina no hidrolizada.

Los aditivos tienen inmunogenicidad reducida en un sujeto predispuesto a tener una reaccién inmunitaria a una o
mas proteinas de la leche o del suero de la leche.

En el presente documento también se proporcionan productos alimenticios fabricados que comprenden un
hidrolizado de proteinas de la leche o del suero de la leche enriquecido en AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1), tal
como se describe en el presente documento. Preferiblemente, los hidrolizados estan enriquecidos en uno o més de
los péptidos: ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3) y KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4), y
tienen inmunogenicidad reducida en un sujeto predispuesto a tener una reaccion inmunitaria a una o mas proteinas
del suero de la leche.

En determinadas realizaciones, el producto alimenticio fabricado es un preparado para lactantes, una bebida para
deportistas, un producto que contiene queso, un complemento proteico, un complemento nutricional o un producto
sustituto de comida. En realizaciones preferidas, el hidrolizado es un hidrolizado de proteinas del suero de la leche y
el sujeto tiene una reaccion alérgica a una lactoglobulina y/o lactoalbdmina no hidrolizadas.

Sera evidente para el experto en la técnica que las composiciones proporcionadas en el presente documento
también pueden usarse en relacion con la elaboracion de queso. El uso de las composiciones es particularmente
muy adecuado para la produccién de diversos quesos duros y blandos. Las composiciones proporcionadas en el
presente documento pueden usarse para reducir la inmunogenicidad de tales productos. El queso puede elaborarse
totalmente con leche que se hidroliza tal como se proporciona en el presente documento, 0 antes de cuajar, pueden
afiadirse composiciones de hidrolizado de proteinas de la leche o del suero de la leche a la leche que esta usandose
para la produccion de queso. Tales usos proporcionaran productos de queso con calidades superiores en lo que se
refiere al contenido nutricional y las propiedades funcionales.

De manera similar, las composiciones de hidrolizados de la leche y del suero de la leche proporcionadas en el
presente documento son Utiles para la fabricacién de otros productos lacteos incluyendo pero sin limitarse a la
produccién de yogur, requesén o nata acida. El experto en la técnica también apreciard que los hidrolizados pueden
adaptarse a secado por pulverizacion, concentracidn u otras etapas de procesamiento adicionales. Los hidrolizados
secados por pulverizacion son particularmente muy adecuados para su uso para aplicaciones en las que podria
usarse actualmente producto sélido de suero de la leche. También pueden usarse como sustituto de productos
sélidos de la leche cuando se desea lograr inmunogenicidad reducida.

En determinadas realizaciones, las composiciones de hidrolizados de la leche y del suero de la leche
proporcionadas en el presente documento se usan en otros productos alimenticios que a menudo contienen uno o
mas productos o subproductos de leche que no estan declarados en la etiqueta, o que no tienen etiqueta, como tal,
proporcionados al consumidor. En algunos casos, aunque los componentes estén indiquen en una etiqueta, los
consumidores que no estan bien formados en nutricién no entienden que algunos de los componentes enumerados
son en realidad componentes que contienen proteinas de la leche o del suero de la leche. Tales productos
representan un riesgo real para individuos sensibles, por ejemplo para los que pueden sufrir reacciones alérgicas
graves, y de hecho pueden ser potencialmente mortales para esos individuos. Las composiciones proporcionadas en
el presente documento se adaptan facilmente a tales usos y pueden usarse por ejemplo en bebidas, tales como
café, t¢ o modificaciones y derivados de los mismos, bebidas para deportistas y similares, asi como pudines,
rellenos y tentempiés. Muchos otros productos tienen cantidades minoritarias de componentes de la leche o del
suero de la leche afiadidos para proporcionar una funcionalidad beneficiosa conocida para el procesamiento o la
aceptacion del consumidor. Los hidrolizados descritos en el presente documento pueden sustituirse facilmente por
los componentes de los que se derivan. Preferiblemente conservan las propiedades funcionales, tales como textura,
aroma, sensacion en la boca, dispersabilidad, solubilidad y similares, de los componentes de los que se derivan.
También proporcionan sabor mejorado (por ejemplo amargor reducido) y propiedades de espumacion preferidas en
relacién con alternativas tales como proteinas del suero de la leche que estan hidrolizadas mas completamente con
enzimas menos especificas. En algunas realizaciones, las proteinas hidrolizadas tienen capacidad mejorada de
gelificacién, retencién de agua o unién al agua en comparacion con las proteinas no hidrolizadas.

En otra realizacion, las proteinas de la leche o del suero de la leche hidrolizadas descritas en el presente documento
se usan en la fabricacion de un producto aplicado por via tépica, tal como una locién, crema, pomada, agente de
frotamiento, limpiador o similar. Por consiguiente, en el presente documento se contemplan tales productos que
comprenden las composiciones de proteinas hidrolizadas descritas en el presente documento. Tales productos son
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Utiles por ejemplo para fines terapéuticos, por ejemplo, para proporcionar alivio frente a la piel seca, picazoén,
malestar y similares. Estos productos comprenden preferiblemente, ademas del componente de proteina hidrolizada,
un lipido, cera, aceite, emulsiéon de agua en aceite, emulsiéon de aceite en agua, o similares. Normalmente, pueden
comprender ademas uno o mas componentes de fragancia, asi como otros componentes tales como tensioactivos o
emulsionantes. También se proporcionan productos cosméticos y otros productos para aspecto o productos de
belleza que comprenden los hidrolizados de proteinas de la leche o del suero de la leche descritos en el presente
documento. En una realizacion, el producto cosmético se aplica a la cara, mejillas, labios u ojos de una persona. En
otra realizacion el producto se usa en cualquier parte del cuerpo para ayudar a mejorar el aspecto estético de la piel
0, por ejemplo, para disminuir la aparicion de arrugas, lunares, pecas, cicatrices, imperfecciones y similares.

Métodos de elaboracién

Las composiciones de proteinas de la leche y/o suero de leche hidrolizadas descritas anteriormente pueden
prepararse mediante la adicion de una o mas enzimas proteoliticas a un liquido o semisélido que contiene proteinas
de la leche o proteinas del suero de la leche.

El tratamiento enzimatico puede llevarse a cabo introduciendo o dispersando la proteasa, o una combinacion de
proteasas apropiadas, tal como una o mas endoproteasas o endopeptidasas en una composicion de leche o suero
de la leche, o en una composicion que contiene proteinas de la leche y/o del suero de la leche tal como se describe
en el presente documento para poner en contacto la enzima con el sustrato de proteina. La introduccion de la
enzima en la composicion de proteinas va seguida por dejar que se lleve a cabo la reaccion enzimética manteniendo
la mezcla en condiciones adecuadas por tanto, por ejemplo durante un tiempo de mantenimiento apropiado, a una
temperatura y un pH apropiados, y en presencia de cualquier cofactor requerido. El tratamiento de las
composiciones de proteinas de la leche o suero de la leche con la(s) enzima(s) descrita(s) anteriormente, puede
llevarse a cabo en condiciones escogidas para adecuarse a la(s) enzima(s) seleccionada(s) segun principios bien
conocidos en la técnica. El experto en la técnica apreciara que cuando el producto final deseado sea para consumo
humano, las condiciones pueden requerir que se sigan buenas practicas de fabricacion (BPF) y condiciones de
higiene apropiadas durante el mantenimiento y el tratamiento del material que contiene proteinas en uso. De manera
similar, los productos destinados para un uso distinto del consumo, tales como lociones aplicadas por via tdpica o
productos cosméticos pueden tener requerimientos normativos asociados con su fabricacion.

A pesar de lo anterior, el tratamiento enzimatico puede llevarse a cabo a cualquier pH adecuado, tal como
aproximadamente de pH 2 a 10, de pH 4 a 9 o de pH 5 a 7. Puede preferirse usar un pH de aproximadamente 7 a 8
para algunas de las enzimas comentadas en el presente documento. El experto en la técnica apreciara que cada
enzima tendra un rendimiento particular en un intervalo de pH, y que puede no sea siempre necesario o incluso
deseable usar una enzima a un pH en el que su actividad es la méas alta. De modo similar, el experto en la técnica
puede seleccionar facilmente una temperatura o temperatura para la etapa del tratamiento enzimético, adecuada.
Los factores que afectan a la seleccién de la temperatura incluyen pero no se limitan a la termoestabilidad de la
enzima o enzimas en uso, la termoestabilidad de las proteinas que estan hidrolizdndose y las composiciones que
comprenden dichas proteinas, asi como cambios en la actividad relativa de la enzima en funcion de la temperatura.

Opcionalmente, tras un tiempo adecuado de tratamiento enzimatico, por ejemplo tras llevarse a cabo una
determinada cantidad de protedlisis, por ejemplo, una cantidad deseable predeterminada de protedlisis basandose
en consideraciones tales como propiedades inmunogénicas y funcionales, la actividad de la enzima puede reducirse
o eliminarse. La enzima puede inactivarse parcial 0 completamente a través de procesos conocidos en la técnica
para la eliminacion o inactivacion de enzimas usadas en el procesamiento de alimentos o piensos. En una
realizacién, la enzima se inactiva térmicamente cuando la protedlisis es suficientemente amplia como para
proporcionar las propiedades inmunogénicas reducidas descritas en el presente documento. En otra realizacion, el
grado de protedlisis se monitoriza con una rapida medicion de la misma, por ejemplo, el % de proteina soluble total,
la viscosidad. La enzima se inactiva cuando la medicién rapida alcanza la lectura deseable predeterminada.
Preferiblemente, la actividad enzimatica se inactiva térmicamente, mas preferiblemente la inactivacion térmica se
combina con una etapa de procesamiento tal como un procedimiento de calentamiento requerido, pasteurizacion u
homogenizacion.

Las dosificaciones enzimaticas adecuadas estaran habitualmente en el intervalo de aproximadamente el 0,01-1%
(p/p). En diversas realizaciones, las proteinas de la leche y/o del suero de la leche estaran presentes en, por
ejemplo, aproximadamente el 1-60%, 5-50%, 20-40%, 10-45% o aproximadamente el 10-15% del contenido de
proteinas del suero de la leche. Por tanto, la dosis enzimatica podria incluir cantidades tales como, por ejemplo, el
0,1-1,0%, particularmente el 0,2% (p/p), lo que corresponde a 2000 Ul por 100 g de proteina de la leche o del suero
de la leche.

Una Ul (unidad internacional) se define como la cantidad de enzima que produce un micromol de producto de
hidrélisis de proteinas por minuto en condiciones normales. “Condiciones normales” para el fin de determinar las Ul
son el uso del 10-15% de sélidos de proteinas del suero de la leche en agua o leche desnatada, pH 7, temperatura
de 40°C. En una realizacion, la dosificacion enzimética se basa en el contenido de proteinas en p/p de la
composicion que esta tratdndose, tal como se ilustra en los ejemplos.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2529237713

Alternativamente, la dosificacion enzimatica puede determinarse por otras vias, tal como mediante el uso de otros
ensayos descritos en el presente documento. Tales ensayos pueden proporcionar todos ellos indicadores de la
magnitud (o el grado) de la hidrdlisis de proteinas e incluyen determinaciones del % de hidrdlisis, mediciones de
viscosidad, electroforesis en gel y espectrometria de masas. En otras palabras, una cantidad de enzima requerida
para producir el resultado deseado o predeterminado en una cantidad dada de tiempo de incubacion también puede
calcularse de manera empirica, o basandose en otros datos. En una realizacién, puede seleccionarse una cantidad
de enzima para proporcionar una disminucion especifica de viscosidad; en otra, una cantidad de enzima para
producir determinados fragmentos de digestién tal como se determina mediante andlisis de electroforesis en gel o
espectrometria de masas (EM).

En una realizacion, la dosificacion enzimatica puede retrocalcularse por el grado de hidrélisis de una muestra de
proteinas. El “grado de hidroélisis” es una medida del nimero de enlaces peptidicos escindidos por una enzima
proteolitica. En este caso, el grado de hidrélisis maximo resultaria de la escisién en sustancialmente todos los
residuos de glutamato y posiblemente de aspartato en las moléculas de proteina del suero de la leche. El grado de
hidrélisis puede determinarse mediante métodos conocidos en la técnica, por ejemplo usando un ensayo de TNBS
(acido trinitrobencenosulfénico) tal como se describe en J. Adler-Nissen, J. Agric. Food Chem. 27: 1256 (1979).

Otros métodos de determinacion de la dosis de una enzima o de la actividad enzimética son ensayos, tales como a
través de sustratos detectables, tales como sustratos colorimétricos o artificiales. Se ha usado Suc-AAPEpNA
(sucinil-Ala-Ala-Pro-Glu-p-nitroanilida). La conversion a concentracion de endoproteasa Glu-C activa puede llevarse
a cabo obteniendo una medicién exacta de la tasa de actividad especifica y convirtiendo las unidades de actividad
por volumen unitario en cantidad de enzima usando una curva patrén o un factor de conversiéon predeterminado. Por
ejemplo, para determinados experimentos usados en el presente documento, el factor de conversion para L-MPR
fue de 0,348 U/mg de enzima, y para S-MPR fue de 0,549 U/mg. El experto en la técnica apreciara como determinar
la dosificacion o actividad requerida segun lo anterior.

El tratamiento enzimético puede llevarse a cabo en operaciones discontinuas, por ejemplo en un tanque con
agitacion. El tratamiento también puede ser continuo, tal como en una serie de reactores de tanque agitado. El
tratamiento también puede englobar el uso de enzimas inmovilizadas y diversas enzimas modificadas, siempre que
se mantenga una especificidad de hidrélisis apropiada mediante la actividad enzimatica inmovilizada o modificada.
Ejemplos

Ejemplo 1

Digestién de proteinas de la leche con endopeptidasa de especificidad limitada:

Enzimas: “endopeptidasa Glu” de Bacillus licheniformis (“L-Glu”): Se expres6 la enzima (“L-MPR” o “Endo-Glu-C”) de
B. licheniformis en B. subtilis y se purificé a partir de fermentaciones de 2-14 |, se reunié y se concentrd. La
concentracion de la enzima purificada (> 90% de pureza) fue de 25,1 mg/ml. Esta proteina de 23,6 kDa tiene una
similitud de secuencia con la proteasa V8 de Streptomyces griseus y con otras proteasas especificas GIu/ASP (por
ejemplo con especificidad por Glu-Xaa, ASP-Xaa en el sitio de escision). Es una serina endopeptidasa que esta
parcialmente inhibida por EDTA, sin embargo no es una metaloproteasa. Presenta un pH Optimo de
aproximadamente 7,5-8. Una fuerza idnica superior disminuye la actividad. Se conoce la secuencia y puede
encontrarse en bases de datos publicas. Por ejemplo, se proporciona en el nUmero de registro principal P80057 de
UniProtkB/Swiss-Prot, disponible de la base de datos del Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (European
Molecular Biology Laboratory) disponible en internet. Véase “Purification, characterization, cloning, and expression of
a glutamic acid-specific protease from Bacillus licheniformis ATCC 14580” J. Biol. Chem. 267: 23782-23788 (1992).

“Endopeptidasa Glu” de Bacillus subtilis (“S-Glu”): Se expresé a enzima (“S-MPR” o0 “Endo-Glu-C”) de B. subtilis en
B. subtilis y se purifico a partir de fermentaciones de 2-14 |, se reunid y se concentrd. La concentracion de la enzima
purificada (> 85% de pureza) fue de 3,5 mg/ml. Es una serina proteasa de 23,9 kDA, proteina que tiene una similitud
de secuencia con la endopeptidasa Glu “L-Glu” de B. licheniformis. La proteasa S-Glu es relativamente estable en un
intervalo de pH mas amplio. No es tan especifica como la enzima L-Glu de B. licheniformis. Se conoce la secuencia
y puede encontrarse en bases de datos publicas. Por ejemplo, se proporciona en el nimero de registro principal
P39790 de UniProtKB/Swiss-Prot, disponible de la base de datos del Laboratorio Europeo de Biologia Molecular
(European Molecular Biology Laboratory) disponible en internet. Véase “Gene encoding a glu-specific extracellular
endopeptidase in Bacillus subtilis”; J. Bacteriol. 172: 1024-1029 (1990), y “Purification and characterization of a
glutamic acid-specific endopeptidase from Bacillus subtilis ATCC 6051: application to the recovery of bioactive
peptides from fusion proteins by sequence-specific digestion.” Appl. Microbiol. Biotech. 48: 27-33 (1997).

Métodos:

Para evaluar el transcurso de tiempo de la digestion proteolitica, se disolvio el 12% de proteina del suero de la leche
(13,3 gramos de polvo de suero de la leche (Lacprodan DI-9224 (Arla Foods)) en 100 ml de agua) en agua de
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calidad para reactivo. Se colocaron quince (15) g de esta disolucién en cada uno de cuatro tubos de 50 ml y se
incubaron hasta alcanzar 40°C en un agitador-incubador (por ejemplo durante quince minutos). Se afiadié enzima
purificada tal como se describié anteriormente a cada uno de tres tubos de 50 ml. Se usaron 500 pl de o bien S-MPR
a una concentracion de 1,5 mg/ml o bien endoproteasa L-MPR a una concentraciéon de 4,2 mg/ml. Se midi6 la
actividad usando Suc-AAPEpNA como sustrato. Las enzimas eran homogéneas en mas de aproximadamente el
98% mediante SDS-PAGE. El cuarto tubo era un tubo de control que no recibi6é enzima afiadida. Se incubaron los
tubos a 40°C, 175 rpm en un agitador orbital durante el tiempo indicado. Se retiraron los tubos al final de su tiempo
de incubacion (2, 4 y 20 horas, respectivamente) y se centrifugaron a 3600 rpm (aproximadamente 2800 x g) durante
diez minutos para separar el precipitado y el fluido sobrenadante.

Se sometié a prueba el fluido sobrenadante para obtener mediciones de la proteina total (PT) que permanecia
soluble en el sobrenadante (g/l), el % de sélido seco y la viscosidad. También se analizaron los sobrenadantes
mediante electroforesis usando SDS-PAGE, para monitorizar la hidrélisis. Se realizé analisis de espectrometria de
masas (EM) para confirmar la presencia de productos de escision proteolitica individuales.

Andlisis de espectrometria de masas:

Preparacion de la muestra: se prepararon muestras de proteina hidrolizada tal como se ha descrito. Se analizaron
aproximadamente 20 ul de cada muestra de proteina digerida mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion
acoplada a un sistema de espectrometria de masas con trampa i6nica LCQ (CL/EM).

Andlisis de CL/EM/EM: Se adquirieron todos los datos de EM y EM/EM usando el sistema de HPLC Surveyor
acoplado a EM con trampa i6énica LCQ Advantage (ThermoFinnigan, San José, CA). Se us6 una columna C18 de
fase inversa Vydac (2,1 X 150 mm) para todas las muestras digeridas por protedlisis usando el gradiente de HPLC
de desde el 0% hasta el 70% del disolvente B durante 65 minutos a una velocidad de flujo de 200 pl/min. Disolvente
A: 0,1 de TFA en agua y disolvente B: 0,08% de TFA en acetonitrilo. Se realizé el procesamiento de los datos
usando los programas TurboSEQUEST y Xcalibur (ThermoFinnigan).

Luego se usaron los resultados del andlisis de EM con el programa Mascot, que permite usar fragmentos de
disgestos peptidicos como Unicos datos a partir de los cuales puede identificarse la proteina fuente y su secuencia
primaria usando las bases de datos publicas tales como las mantenidas por el Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (National Center for Biotechnology Information). Puede encontrarse méas informacién sobre Mascot, y
su predecesor, Mowse, en internet, por ejemplo en la pagina web (www.matrixscience.com) mantenida por Matrix
Science Inc., (Boston, MA).

Resultados:

La endopeptidasa S-Glu a una concentracion final de proteina enzimatica del 0,188% con respecto a la
concentracion de proteina sustrato del suero de la leche del 12%, dio como resultado una disminucién del 5,5% en la
proteina total (PT) en 2 horas. En las siguientes 4 a 20 horas, la PT disminuyd adicionalmente, hasta una
disminucion méxima de aproximadamente el 20%.

La cuajada precipitada tuvo un volumen agua retenida (es decir, una medida de la retencién de agua en la cuajada)
de peso aproximadamente igual de agua por cuajada.

La viscosidad del sobrenadante mejoré desde 3,05 cP hasta 5,99 cP tras 20 horas de incubacién con la enzima S-
Glu.

Se observaron resultados similares con la enzima L-Glu a la misma concentracion final que anteriormente. En el
plazo de 2 horas, se observé una disminucion del 6,9% de PT, mejorando hasta un 10% en el punto de tiempo de 4
horas. La disminucion alcanz6 el 14% al final de la incubacién de 20 horas.

La cuajada precipitada tenia un volumen de agua retenida de aproximadamente el 70% en peso del peso de la
proteina.

La viscosidad del sobrenadante permanecié aproximadamente igual durante el transcurso de la incubacion de 20
horas con endopeptidasa L-Glu.

Los resultados en el transcurso del tiempo tal como se revelan mediante SDS-PAGE se muestran en la figura 1 para
ambos tratamientos enzimaticos con S-Glu y L-Glu. Los resultados del andlisis de espectrometria de masas de los
productos de digestién de 20 h de la muestra del suero de la leche se muestran en la figura 2 para L-Glu y en la
figura 3 para S-Glu.

Las muestras de hidrolizados con endopeptidasa de proteinas del suero de la leche estaban enriquecidas en

péptidos especificos cuya identidad y cantidades relativas se verificaron usando la CL/EM/EM detallada
anteriormente.
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Las tablas 1(a) y (b) y 2(a) y (b) a continuacién muestran los datos obtenidos del analisis de Mascot de los datos de
péptidos para las muestras del suero de la leche digeridas con L-Glu y S-Glu, respectivamente, en 20 h de digestion.

Tabla 1(a), (b): Andlisis de Mascot de los datos de EM para la muestra de proteinas del suero de la leche digeridas
con L-Glu durante 20 h.

(a) Beta lactoglobulina

»gi1125910|sp i POZ754 | LACE_ PRECURSOR DE BETA-LACTOGLOBULINA BOVINA (BETA-LG)Ogi|1070647|pir| | LGBO precursor de beta-
lactoglobulina~ bovina Ogi 1669061 (Z248305) precursor de la variante B de la beta-lactoglobulina [Bos caurus] [masa=19883]
FHCLLLALAL TCGAQALIVT QTMHGLDIQK VAGTWYSLAM AASDISLLDA QSAPLRVYVE ELKPTPEGDL EILLQXWENG ECAQHKIIAER KTEIPRVEEI
DRLNENKVLYV LDTDYHHYLL FCHENSAEPE (QSLACQCLVR TPEVDDEALE KFDKALHALP MHIRLSFNPT QLERQCHI

*» masa monocisotdpica = 19852

posicién secuencia | enlace de BLAST de NCBI)
125- 130 HIARPE
7 LOPTPE
62- 71 TPECDL
72- 78 LLOEW
91- 101 EIEIPAVFEID
91- 105 KIKIPAVFHKIDALNE

Cobertura de la proteina: 38/178 = 21,3% por recuento de aminoacidos, 4285/19852 = 21,6% en masa
(b): Kappa caseina

»gil2119400|Ipir) I 145875 precursor de kappa-caseina - bovina Ogi|1162811 (H36641) precursorde kappa-caseina [Bos taurus)
[ MASA=Z1225]

HHKSFFLUVT ILALTLPFLG AQEQNQEQPI RCEKDERFFS DKIAKYIPIQ YVLSRYPSYG LEYVYQOKPVA LINNOFLPYF YYAKPAAVRS PAQILQUQVL
SHTUPARSCO AQPTTHARHP HPHLSFMAIF PEXENQDKTEI PTINTIASGE PTSTPTIBAV ESTVATLEAS PEVTESPPEI NTVQVUTSTRV

» masa moneoisotépica = 21193

pesicién secuencia  (enlace de BLAST de NCBI)
127- 139 HALFPEFNOQDHTE

162- 166 STYATLE

180- 150 INIVQUISTAV

140~ 158 JIPTINTIASCEPTSTPIIR

Cobertura de la proteina: 50/190 = 26,3% por recuento de aminoécidos, 5218/21193 = 24,6% en masa

Tabla 2(a), (b): Analisis de Mascot de los datos de EM para la muestra de proteinas del suero de la leche digeridas
con S-Glu durante 20 h.

(a) Beta caseina

»gil2036722 1p4e ) 1146963 beta-caseinaAd = bovinaDgi|4592921bbs | L4D624 (567277) bava-caseinakd [ ganade, glandula mamarla, péptide, 224 aal (Bos
vaurus] [MASA=ZE098]

MEVLILACLY ALALARELEZ LKVPCREIVES L353RESITE IMUKIERFQS FEQCOTEDEL QDEXEPERQT QSLVYPFPCP IPHSLPQNIF PLYQTPVVVE PFILQPEVECY SEVEEAMRAPE
QREAPFPRYP VEIPFTISOSL TLYOVENLEL PLPLLOSWICI QPEQPLFPTIV HFPPOSVLIL SQSKVLAWVI) HAVPTPQRDA PIQAFLLYQE FPVLCPVRCPF PIIV

rmasa monoisotdpicas 8084

posicién secuencia (enlace de BLAST de NCBI)
1l6= 120 ANAPK

37- 46 ZIIRIFEKIE

197- 146  FOSLTLIDVE

£8- 72 DELODETHREAQTOS

§8- 71 DILOREIHREAOTY

2l- 79 LEVPCRIVE

147= 156 ELHLELPLLOD

Cobertura de la proteina: 59/224 = 26,3% por recuento de aminoacidos, 6581/25064 = 24,6% en masa

(b): Beta lactoglobulina
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*giI125691015p | PO27541LACH_PRECURSOR DE BETALLACTOGLOBULINA BOVINA (BXTA-LG)Dgi 1 1070647 Ipix | 1LEBD precursor de beta-lactoglobuling - Bovina Ogi 1 669061
{Z48305) precursor de la varlante B de la beta-actoglobulinalBos teurus] [MASA=LS883)]

HRCLLLALAL TCGAQALIVT QTHEECLDIOK VAGTWYSLAR AASDISLLDN QSRPLEVYVE ELEPTPICDL ETLLOKUEEC FCAQREITAR KTEIPAVFKT DRLNEHRVLY LDTDYERYLL
FCHENSREPE QSLACQCLVE TPEVDDEALE RYDRALHALP MHIRLIFEPT QLEEQCHI

»Masa monoisotépicas 19852

posicién secuencia (enlace de BLAST de NCBI)
125~ 130 HSARPK
m I0PIRK
50- €0 AQSAPLEVYVE
72- 78 ILLOKER
91- 105 EIRKPANIFIRALNE
92- 105 IKIPAVIRIDALHE

Cobertura de la proteina: 39/178 = 21,9% por recuento de aminoacidos, 4419/19852 = 22,3% en masa

Ejemplo 2

Digestién de proteinas de la leche usando las endopeptidasas, S-Glu y L-Glu

Métodos: Se colocaron diez (10) g de leche desnatada (dos fuentes, Berkeley Farms y Sunnyside) en cada uno de
ocho tubos de 15 ml. Se calentaron los tubos hasta 40°C durante 15 minutos en un agitador-incubador. Se afiadié la
enzima (S-Glu o L-Glu) (500 pl de disolucion madre 3,8 mg/ml) a cada uno de tres tubos por cada enzima. Un tubo
sirvio como control para cada fuente de leche desnatada y no recibidé ninguna enzima afiadida. La incubacién
continué durante el tiempo indicado en las condiciones anteriores. Se retir6 un tubo por cada tratamiento enzimatico
a 2, 4, 20 h. Luego se centrifugaron los tubos para separar el precipitado y el sobrenadante. Se sometieron a prueba
los sobrenadantes para obtener mediciones de la PT (proteina total) (g/l), el % de sélido seco y la viscosidad. Se uso
un de SDS-PAGE para monitorizar la escision por endopeptidasa. Se realiz6 un analisis de espectrometria de masas
tal como se detall6 anteriormente para confirmar la cantidad y la identidad de los productos de escision generados.
También se realiz6 un analisis de Mascot usando los péptidos generados usando los datos recogidos de la
espectrometria de masas.

Resultados: Dos muestras de leche desnatada tratadas con S-Glu a una concentracion final de 0,19 mg/g de leche
desnatada produjeron una cuajada muy gruesa en el plazo de 2 horas de tratamiento. Se precipité aproximadamente
el 43%-57% de la proteina total de la leche desnatada en el plazo de dos horas de tratamiento enzimatico. La
precipitacion fue casi completa, puesto que no se observo disminucion significativa adicional de la proteina total en
el sobrenadante a las 4 6 20 h para ninguna de las dos fuentes de leche desnatada.

En contraposicién con S-Glu, las muestras tratadas con L-Glu mostraron precipitacién mejorada de la proteina de la
leche desnatada a lo largo del tiempo. Para la muestra de leche desnatada |, el tratamiento con endopeptidasa L-Glu
provocé una disminucion del 32% en la concentracion de la proteina at= 2 h, el 42% en 4 horas y el 62% en 20
horas. En la muestra de leche desnatada Il tratada con L-Glu, la concentracién de PT disminuy6 en el 11,5% a t= 2
h, en el 41% en 4 horas y en el 51,7% a las 20 horas.

Tal como puede observarse a partir de los resultados de SDS-PAGE (figuras 3 y 4, leche desnatada | y I,
respectivamente), ambas endopeptidasas L-Glu y S-Glu pudieron provocar la precipitacion de la caseina de la leche
desnatada en el plazo de 2 h y tuvieron hidrélisis de caseina significativa, asi como de lactoglobulina y
lactoalbumina.

Las muestras de leche desnatada hidrolizadas por endopeptidasa estaban enriquecidas en péptidos especificos
cuya identidad y cantidades relativas se verificaron usando la CL/EM/EM detallada anteriormente. Las tablas 3(a),
(b) y (c) a continuacién muestran los datos obtenidos del analisis de Mascot de los datos de péptidos para la
muestra de leche desnatada | digerida con L-Glu tras 20 h de digestién.

Tablas 3(a), (b), y (c): Analisis de Mascot de datos de EM para la muestra de leche desnatada | digerida con L-Glu
durante 20 h.

(a) Alfa caseina
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»gri | 115646 | sp | PO2662 | CASL_ PRECURSOR DE ALFA-S1 CASEINA BOVINA [MASA=Z4529])

FHLLILTCLY AVALARPRHP IKHQGLPQEV LWENLLRFEV RPFPEVEGKE FVNELSKDIG SESTEDQAME DIKOMBAESI S5SEEIVPNS VEQEKHIQKHED VPSEEVLGYL BOLLRLMKYE
VPQLEIVPNS ABERLHSMEF CIHRQQWEPM ICUNDELRYF YPELFRQEYQ LDAYPSCAVY YVPLGTQYTD APSFSDIPNP ICSENSEXTT MPLW

»  masa monoisotdpica = 24495

posicién  secuencia  (enlace de BLAST de NCBI)
66- 70 DOANE

94- 99 HHIQKE

$3- 9% QORHIOKR

141- 148 CIHAQOKR

30- 33 YLNE

46= 50 VFCER

134= 140 RLHSHKY

71= 76 PRIKQHR

121- 125 VPOLE

149- 156 PHIGVNOE
141= 156 CIEAQUERPHICVNOR
40~ 45 YAPFPE

116- 125 LEXYRVPOLE
105- 111 RYLCYLE

88- 51 PHSY

157- 163 LAYPYRE

9= 45 [FVARERR

208- 214 RITHPLY

164- 172 LFROFYOLD
38- 45 [FFVAPPRE

34~ 39 HLLRFF

34- 45 HLLRPFVAPFPE
33- 45 [EHLLREFVAPERE

Cobertura de la proteina: 106/214= 49,5% por recuento de aminoacidos, 12767/24495 = 52,1% en masa

(b) Beta caseina

*gi121367221piri 1246963  beta-caseina A3 - bovinafigl 1459292 1bba | 140524 (867277) betacaseina A3 [I.ganado, gladndula mamdria, péptido, 224 aa) [Bos
caurus) [MASA=2Z5098)

HEVLILACLY ALALARILEE LNVPCEIVES LSSSENSITE INDOEF(S EEQQOTIDEL QDAIEPFROT QSLVTFPFPCP IPNILPQNIF PLTQTIFVVVF PFLOPEVILY SEVEEAMAPK
QKEMFYPEYR VEPFTES0SL TLTDVENLAL PLPLLOSYMH QPHOPLPPTV HFFPOSVLEL SOSKVLFVIQ RAVPYPORDE PIGAFLLYOR PVLCPVRCPF PIIV

» Mmasa mencisotopicas 28064

poesicién  secuencia (enlace de BLAST de NCEBI)
47- 5z ERQ3ER

133- 136 RRIR

107- 115 YMCVIEVHI

Z1- Z6 LMWPCL

37- 46 SLIRLOHIX
20- 26 QNLHYRCE

6€0- 72 LODRIHEIAQIOS
£3- 73 HKIHRIAQIOSL
€0= 73 LODEIRPIAQTOSL
124~ 132 QAPPPHYPVE
123- 132 FEHRIPEYPVA
126=- 136 FREYPVRRIIR
iza- 136 DRIFEYPWERFIE
123=- 136 JFNPIREYRVERFIN

Cobertura de la proteina: 60/224 = 26,8% por recuento de aminoacidos, 6925/25064 = 27,6% en masa

Tabla 3(c): Beta lactoglobulina

»g111259101sp|P02754 | LACE_PRECURSOR DE BETA-LACTOGLOBULINA BOVINA(BETA-LC) Ogi 11070647 | pir | 1LCBO pr de beta-lactoglob = bovina Ogi|665061
{248308) procursor de la variante B de la beta-lactoglobulina [Bos tsurus) [MASA=15883)

FRCLLLALAL TCCAQALIVT QTEKCLDIQK VACTWYSLAX AASDISLLDA QSAPLRVYVE ELKPTPECDL EKILLOXWENC ECAQKKIIAR KTEIPAVEKI DALNENKVLY LDTDYRKYLL
FCHENSREPE QSLACQCLVR TPEVDDEALE KFDEALXRLP MITRLSFNPT QLEEQCHI

» masa monoisotopica = 19852

posicié ia (enlace de BLAST de NCBI )

Cobertura de la proteina: 51/178 = 28,7% por recuento de aminoacidos, 5884/19852 = 29,6% en masa
De manera similar, los datos obtenidos del andlisis de Mascot de los datos de péptidos para la muestra de leche

desnatada |l digerida durante 20 h se muestran a continuacion en las tablas 4(a) para S-Glu, y 4 (b) y (c) para L-Glu,
respectivamente.
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Tablas 4(a), (b) y (c): Analisis de Mascot de los datos de EM para la muestra de leche desnatada Il digerida con
endopeptidasa durante 20 h.
(a) Digestion con S-Glu. Alfa caseina

>gi111564618pIPO26621CASL_PRECURSOR DE ALFA-S1 CASEINA BOVINA (MASA=24529)

FALLILTCLY AVALARPIP IKHQCLPQEV LNENLLRFFV RPFPEVPCKE XVNELSKDIC SESTEDORME DIMOUERESY SSSEEIVPNS VEQIXIOKED VPSERYLGYL EQLLALRKYR
VPOLBIVPNS ARBRLESHXE GIMROQOKEPM ICVNOELRYE YPELPRQFYQ LDAYPSGAVY YVPLCTQYTD APSFPSDIPEP ICSINSKKTT MPLW

» masamonoisotdpica = 24493 "

posicié i (enlace de BLAST de NCBI)
66- 70 DOAHX

66- 71 DOAHED

65- 71 [EROANKD

30- 33 YLER

135- 140 LHSMEE

77- 90 ABS1SSSERIVPHI
46- 50 YPCKE

- 76

93~ 104 QEHIOREDVPSE
92- 104 FOKHIOKERVRSA
46- 54 YRCHERVER

18- 29 EHRIKHOCLPOR
141- 156 CIHAQOERPMICYNOX
66- 76 DROANEDIKONR
156- 163 AYFYPE

106~ 111 YLCYLE

157- 163 LAYFYPR

39- 45 [EVAPIPE

209- 214 IIMRLY

38~ 45 EFVARFRR

35- 45 LLRPFVAPIRR
J4- 45 HLLAITVAPIPX
33- 45 BENLLRIRVAPEPR

Cobertura de la proteina: 117/214 = 54,7% por recuento de aminoacidos, 13570/24495= 55,4% en masa

Tabla 4(b): Digestion L-Glu. Beta caseina

d. 1 . Antid.

>gi121367221p4c1 1146963 beta ina A3 - bovina Dgi14592921bbs1140624 (S67277) beta A3 (g 9 pep 224 aa) (Bos
ctaurus] [MASA=25098)

HXKVLILACLY ALALARELEE LNVPGEIVES LSSSEESTTR INKXIERYQS REQQQTEDEL QDXIKPFROT QSLVYPFPGP IPHSLPQNIP PLTQTPVVVP PFLQPEVACV SKVKEAMAPR
QREMPPPAYP VEPFYESQSL TLYDVENLML PLPLLOSYHH QPHQPLPPYV HPPPQSVLSL SQSKVLPVPQ RAVPYPQRDH PIQAFLLYQE PVLCPVRGP? PIIV

» masa monoisotépica = 25064

posicié ia (enlace de BLAST de NCBI)

Cobertura de la proteina: 70/224= 31,3% por recuento de aminoacidos, 8101/25064= 32,3% en masa
Tabla 4(c): Digestién con L-Glu:

>gi 1115654 15p) PO26631CAS2_PRECURSOR DE ALFA-S2 CASEINA BOVINA D4 1476486 1pir | IRABOSZ precursor de alfa-s2-caseina - bovina Dgi 1162929 (H16644) precursor
similar al de la alfa s2 caseina  [Bos teurus) |MASA=26019)
ERFFIFTCLL AVALARNTHE HVSSSEIESII SQITYKOEKR MATNPSKENL CSTPCREIVVR NANEEEYSIC SSSXIESAYVA TEEVKITUDD KKYUXRLNEI BQFYQRPPQY LQYLYQCPIV

LEPUDQVKRN RVPITPTLNE EQLSTSEENS KKTVDHESTE VETRKTKLTE FERNRLNVLR KISQRYQRFA LPQYLETVYQ EQRANKPUIQ PKYRVIPTVR YL
» masa monoisotépica = 25984

de BLAST de NCBI)

Cobertura de la proteina: 58/222= 26,1% por recuento de aminoacidos, 6711/25984= 25,8% en masa

Ejemplo 3

Digestién de caseina con actividad endopeptidasa
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Métodos: Se mezclaron diez (10) g de polvo de caseina (Sigma, nimero de catalogo C-5890) en 50 ml de tampodn
fosfato 1 M, pH 6,5 y 200 ml de agua caliente. Se calentd el contenido hasta que la caseina se disolvio en el tampon.
Se mantuvo la disolucién de caseina a esa temperatura durante cinco minutos. Entonces se enfrid la disolucion de
caseina hasta temperatura ambiente y se ajusté a un volumen final de 500 ml. Se colocaron diez (10) ml de esta
disolucién de caseina en cada uno de ocho tubos de 15 ml y se calentd hasta 40°C durante 15 minutos en un
agitador-incubador. Cada uno de tres tubos recibié endopeptidasa o bien S-Glu o bien L-Glu (500 pl de una solucion
madre 3,8 mg/ml). Un tubo de cada uno sirvié como control sin enzima afiadida. Se retiraron los tubos de muestra a t
=2, 4y 20 h, se enfriaron y se centrifugaron para separar el precipitado y el sobrenadante. Se sometieron a prueba
los sobrenadantes para obtener mediciones de la PT (proteina total, g/l), el % de soélido seco y la viscosidad.
También se analizaron los sobrenadantes por electroforesis usando SDS-PAGE, para monitorizar la hidrélisis. Se
realiz6 analisis de espectrometria de masas (EM) para confirmar la presencia de productos de escision proteolitica
individuales. Entonces se usaron los resultados del andlisis de EM con el programa Mascot, que permite usar
fragmentos de digestos peptidicos como Unicos datos a partir de los cuales puede identificarse la proteina fuente y
su secuencia primaria usando las bases de datos publicas tales como las mantenidas por el Centro Nacional para la
Informacion Biotecnolédgica (National Center for Biotechnology Information). Puede encontrarse mas informacion
sobre Mascot, y su predecesor, Mowse, en internet, por ejemplo en la pagina web (www.matrixscience.com)
mantenida por Matrix Science Inc., (Boston, MA).

Resultados:

En la disolucion de caseina tamponada (16,85 g/l) tratada con endopeptidasa a la concentracién de 0,19 mg de
enzima por g de disolucion de caseina, precipité el 58% de caseina en el plazo de 2 h usando S-Glu. Sin embargo,
algo de la caseina precipitada se disolvi6 nuevamente, debido a hidrdlisis adicional a lo largo del tiempo. Las
concentraciones de proteina precipitada fueron por tanto del 53% y del 49% a las 4 y 20 h, respectivamente. El
tratamiento con L-Glu proporcioné un aumento en la caseina precipitada a lo largo del tiempo de prueba. A las 2 h,
se retiro el 32,5% de la proteina total (PT) de la disolucién de caseina. Esto aument6 hasta el 34% en 4 h; en 20 h,
la proteina total retirada fue del 54,2%. La figura 6 muestra los resultados del analisis de SDS-PAGE de digestos de
caseina.

Los resultados del andlisis de Mascot de los digestos de caseina se muestran a continuacion, en la tabla 5y 6, para
los resultados de digestion tras 20 h con las enzimas L-Glu y S-Glu, respectivamente.

Tabla 5: Digestidn con endopeptidasa L-Glu, 20 h. Alfa caseina.

>gi | L15646|spPO2662|CASL _ PRECURSOR DE ALFA-S1 CASEINA BOVINA (MASA=24529)

HRLLILICLY AVALARPKNP IKIQGLPOEV LNENLLREEV NPEPEVFCKE KVHELSKDIC SESTEDQRME DIKQMEARSI SSSESIVPNS VEQRHIQRED VPSERYLGYL EQLLRLRXYK
VPQLBIVPHS ARERLHSMEE CIHAQOFEPY XGUNQELAYF YPELPRQ¥YQ LDAYPSCAWY YVPLCTQYID APSFSDIPN? IGSENSEKTT NPLW

> masamonoisotopica = 24495

icié ia (enlace de BLAST de NCBI)

BLHSIUKE
71- 76 DIRQME
18- 25 KHDPIKHOGLPQS
16- 29 RPHHPIKHQCLPQS
149- 156 PMIGUNQR

38- 45 EVVAPFDE

Cobertura de la proteina: 99/214= 46,3% por recuento de aminoacidos, 11898/24495= 48,6% en masa
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Tabla 6: Digestion con endopeptidasa S-Glu, 20 h. Alfa caseina.

>gilL1S64€ | sp I PO2ZEE2|CASL  PRECURSOR DE ALFA-S1 CASEINA BOVINA [MASA=24529)

HKLLILTCLY AVALARPKHP IKHQGLPQEY LXENLLRFEV APFPEVFGKE KVNELSKDIC SESTEDQAME DIKQMEAESI SSSERIVPNS VEQRHIQKED VPSERYLGYL EQLLRLKKYK
VPQLEIVPNS AREELHSMRE GIMROQXEPM [GCVNOELAYY YPELFRQPYQ LDAYPSGAUY YVPLGTQYTD APSFSDIPNP ICSENSEKIT MPIAS

> Mmasa monoisotépica = 24495

posicié ia (enlace de BLAST de NCBI)
66- 70 DOANR

66~ 71 DQAHED

30- 33 VLME

126~ 133 JUPHSAEER

46- 50 YPCER

71- 76 DIRQUE

134~ 163 ALHSHEECIHAQQKEPHICVNQELAYFPYPE
106- 111 YLCYLE
106- 112 YLCYLEQ
157- 163 LAYFYRR

209- 214 ITHPLM
38- 45 FEVAREPE

35- 45 LLRFFVAPERE

34- 45 HLLRFFVAREPE

33- 45 ENLLRPFVARPPR

28- 56 QEVLNRHLLRFPVAPYPRVICKRKVNELS

5  Cobertura de la proteina: 101/214= 47,2% por recuento de aminoacidos, 11787/24495= 48,1% en masa
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REIVINDICACIONES

1. Hidrolizado que comprende al menos una proteina de la leche hidrolizada con al menos una enzima proteolitica
gue escinde preferencialmente en un residuo de acido glutdmico o acido aspartico y que escinde uno o mas
determinantes inmunolégicos presentes en la proteina, comprendiendo el hidrolizado al menos una beta
lactoglobulina hidrolizada en la region entre los aminoacidos 55-98, teniendo el hidrolizado inmunogenicidad
reducida en un sujeto predispuesto a tener una reaccién inmunitaria a la proteina y en el que el hidrolizado esta
enriquecido en al menos el péptido AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO. 1), en el que al menos una enzima proteolitica es
una endopeptidasa y en el que la endopeptidasa no es una que tiene la secuencia de aminoacidos

5 10 15 20 25 30
1 8VIGSDDRTRVENTTAYPYRAIVHISSSIG
3l SCTGCWHNIGPKTVATAGHCIYDBTSSGSFAGT
6l ATVSPGRNGCGTSYPYGSVEKSTRYFIPSGWRS
9L GEGNTNYDYGATELSEPIGUHNDTVGEGYFGYSYTTS
WRISLVGTTITVTISGYPGDKTAGTQWQHSGPIAIL
1IS1 SETYKLQYAMDTYGGQSCECSPVFEQSESSRTN
18 C5GPCSLAVHTNGVYGGSSYNRGTRITXKEVY
21l FONLTNWKERKSAQ .

2. Hidrolizado segun la reivindicacion 1, en el que la endopeptidasa escinde preferencialmente en el lado carboxilo
terminal de un residuo de &cido glutdmico o un residuo de acido aspartico.

3. Hidrolizado segun la reivindicacion 2, en el que la endopeptidasa es el nimero de registro principal P39790 de
UniProtkKB/Swiss-Prot.

4. Hidrolizado que comprende al menos una proteina de la leche hidrolizada con al menos una enzima proteolitica
gue escinde preferencialmente en un residuo de &cido glutdmico o acido aspartico, en el que la enzima proteolitica
es la endopeptidasa de numero de registro principal P39790 de UniProtkKB/Swiss-Prot, teniendo el hidrolizado
inmunogenicidad reducida en un sujeto predispuesto a tener una reaccion inmunitaria a la proteina y en el que el
hidrolizado esta enriquecido en al menos el péptido AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1).

5. Hidrolizado segun una cualquiera de las reivindicaciones 3-4 en el que la endopeptidasa se inhibe por fluoruro de
fenilmetilsulfonilo o fluorofosfato de diisopropilo.

6. Hidrolizado segun la reivindicacion 1, en el que la proteina es una proteina soluble, no micelar.
7. Hidrolizado segun la reivindicacion 6, en el que la proteina es proteina del suero de la leche.
8. Hidrolizado segun la reivindicacion 7, en el que la endopeptidasa no requiere un ién metalico para su actividad.

9. Hidrolizado segun la reivindicacion 7, en el que la proteina incluye al menos una lactoalbumina, preferiblemente
una alfa lactoalbimina.

10. Hidrolizado segin la reivindicacion 9, en el que la proteina es al menos una de una lactoalbumina o una
lactoglobulina, preferiblemente una alfa lactoalbimina o una beta lactoglobulina.

11. Hidrolizado segun la reivindicacion 10, en la que el hidrolizado esta enriquecido en uno o mas de los péptidos
ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3) 0 KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4).

12. Hidrolizado segun la reivindicacién 1, que esta enriquecido en péptidos que terminan en un residuo de acido
glutdmico o acido aspartico, en comparacion con la proteina no hidrolizada.

13. Hidrolizado segun la reivindicacion 12, que esta enriquecido en uno o mas de los péptidos ELEE (SEQ ID NO:
5), VATEE (SEQ ID NO: 6), PFTE (SEQ ID NO: 7), NSAEPE (SEQ ID NO: 8), VFGKE (SEQ ID NO: 9), ILLQKWE
(SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3), KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4), IQPTPE (SEQ ID NO: 10),
LKPTPE (SEQ ID NO: 11), LKPTPEGD (SEQ ID NO: 12), LKPTPEGDLE (SEQ ID NO: 13), TKIPAVFKID (SEQ ID
NO: 14) o TKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 15).

14. Hidrolizado segun la reivindicacion 12, que esta enriquecido en uno o mas de los péptidos DQAME (SEQ ID NO:
16), GIHAQQKE (SEQ ID NO: 17), VLNE (SEQ ID NO: 18), VFGKE (SEQ ID NO: 19), RLHSMKE (SEQ ID NO: 20),
DIKQME (SEQ ID NO: 21), KHPIKHQGLPQE (SEQ ID NO: 22), RPKHPIKHQGLPQE (SEQ ID NO: 23), PMIGVNQE
(SEQ ID NO: 24), GIHAQQKEPMEGVNQE (SEQ ID NO: 25), RYLGYLE (SEQ ID NO: 26), LAYFYPE (SEQ ID NO:
27), FVAPFPE (SEQ ID NO: 28), KTTMPLW (SEQ ID NO: 29), LFRQFYQLD (SEQ ID NO: 30), FFVAPFPE (SEQ ID
NO: 31), NLLRFFV APFPE (SEQ ID NO: 32) o ENLLRFFVAPFPE (SEQ ID NO: 33).
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15. Hidrolizado que contiene proteinas del suero de la leche que esta enriquecido en AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO:
1).

16. Hidrolizado que contiene proteinas del suero de la leche segun la reivindicacion 15, en el que el hidrolizado esta
enriguecido en uno o mas de los péptidos ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3) o
KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4).

17. Componente alimenticio que comprende un hidrolizado de proteinas del suero de la leche enriquecido en
AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1) que tiene inmunogenicidad reducida en un sujeto predispuesto a tener una
reaccion inmunitaria a una o mas proteinas del suero de la leche.

18. Componente alimenticio segun la reivindicacion 17, en el que el hidrolizado esta enriquecido en uno o mas de los
péptidos ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIP A VFKID (SEQ ID NO: 3) o KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4).

19. Producto alimenticio fabricado que comprende un hidrolizado de proteinas del suero de la leche enriquecido en
AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1) que tiene inmunogenicidad reducida en un sujeto predispuesto a tener una
reaccion inmunitaria a una o mas proteinas del suero de la leche.

20. Producto alimenticio fabricado segun la reivindicacion 19, en el que el hidrolizado esta enriquecido en uno o mas
de los péptidos ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3) o KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4).

21. Producto alimenticio fabricado segun la reivindicacién 19 o la reivindicacién 20, que es una preparado para
lactantes, una bebida para deportistas, un producto que contiene queso, un complemento proteico, un complemento
nutricional o un producto sustituto de comida.

22. Producto no alimenticio que comprende el hidrolizado segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 4, en el que el
producto no alimenticio es un cosmético, una locion o un limpiador para su uso en piel humana.

23. Producto no alimenticio que comprende un hidrolizado que comprende al menos una de proteina de la leche
hidrolizada con al menos una enzima proteolitica que escinde preferencialmente en un residuo de &cido glutdmico o
acido aspartico, comprendiendo el hidrolizado al menos una beta-lactoglobulina hidrolizada en la region entre los
aminoacidos 55-98, teniendo el hidrolizado inmunogenicidad reducida en un sujeto predispuesto a tener una
reaccion inmunitaria a la proteina y en el que el hidrolizado esta enriquecido en al menos el péptido AQSAPLRVYVE
(SEQ ID NO: 1).

24. Producto no alimenticio segun la reivindicacion 22 o la reivindicacién 23, que comprende un hidrolizado de
proteinas del suero de la leche enriquecido en uno o mas de los péptidos AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO: 1),
ILLQKWE (SEQ ID NO: 2), KTKIPAVFKID (SEQ ID NO: 3) o KTKIPAVFKIDALNE (SEQ ID NO: 4), que tiene
inmunogenicidad reducida en un sujeto predispuesto a tener una reaccion inmunitaria a una o mas proteinas del
suero de la leche.

25. Composiciéon que comprende al menos dos hidrolizados segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 4, en la que
cada hidrolizado se produce con al menos una enzima diferente que tiene una especificidad diferente.

26. Hidrolizado seguin la reivindicacién 2, en el que la al menos una enzima proteolitica comprende una
endopeptidasa adicional.

27. Hidrolizado segun la reivindicacion 26, en el que la endopeptidasa adicional es el niumero de registro principal
P80057 de UniProtKB/Swiss-Prot.

28. Uso de al menos una enzima proteolitica que escinde preferencialmente en un residuo de acido glutdmico o
acido aspartico y que escinde uno o mas determinantes inmunoldgicos presentes en al menos una proteina de la
leche y en el que dicha al menos una enzima proteolitica es una endopeptidasa y en el que la endopeptidasa no es
una que tiene la secuencia de aminoécidos

S 10 1% 20 25 30
1SVIGSDDRTRVTNTTAYPYRAIVHISSSIG
1S CTGCGWMIGPRKTVATAGHCIYDTSSGSFAGT
6l ATVSPGRNGTSYPYGSVEKSTRYFIPSGHRS
SIGNTNYDYGAIELSEPIGNTVGYFGYSYTTS
121 SLVGTTVTISGYPGDXRKTAGTQOQWQHSGPIAI
1S SETYKLQOQYAMRDTYGGQSGSPVFEQSSSRTN
18 CSGPCSLAVHITINGVYGGSSYNRGTRITKEV
210 FDNLTNWKNSAQ ‘
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en la fabricacion de un hidrolizado que comprende al menos una proteina de la leche hidrolizada con al menos una
enzima proteolitica cuyo hidrolizado comprende al menos una beta lactoglobulina hidrolizada en la regién entre los
aminodcidos 55-98 y en la que el hidrolizado esté enriquecido en al menos el péptido AQSAPLRVYVE (SEQ ID NO:
1) para reducir la inmunogenicidad en un sujeto predispuesto a tener una reaccién inmunitaria a la proteina.
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