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DESCRIPCION
Hidrolizado de proteinas rico en tripéptidos.

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un hidrolizado de proteinas y los usos del mismo.

Antecedentes de la Invencion

Existe un interés creciente en el uso de hidrolizados de proteinas para aplicaciones tanto médicas como no-médicas.
En ambas aplicaciones, una dieta facilmente asimilable que ofrezca una absorcién gastrointestinal de proteinas
facilitada es un factor de importancia primordial. Los hidrolizados de proteinas para aplicaciones médicas requieren
también propiedades alergénicas muy reducidas. Para productos destinados a aplicaciones no-médicas,
caracteristicas de sabor agradable y solubilidades satisfactorias en condiciones acidas son caracteristicas
importantes. Lamentablemente, el proceso de hidrdlisis requerido para conseguir estos beneficios lleva consigo
varias desventajas. Estas incluyen sabores residuales amargos, materiales inmunégenos residuales rendimientos
bajos de aminoacidos nutricionalmente indispensables, valores osmoticos altos causados por la liberacion de
aminoacidos libres y, finalmente, estabilidades limitadas en medio acido.

En publicaciones anteriores se han descrito varias mezclas de enzimas destinadas a optimizar las caracteristicas del
hidrolizado y reducir los costes de produccion. Todas estas publicaciones se refieren al uso de endoproteasas
simples o mezcladas. Ejemplos incluyen EP321 603, que se refiere al uso de endoproteasas derivadas de animales
como tripsina, quimotripsina y pancreatina, asi como EP 325 986 y WO 96/13.174, que favorecen el uso de
endoproteasas obtenidas de especies Bacillus o Aspergillus. Lamentablemente, estas combinaciones de enzimas
producen siempre mezclas de péptidos que son amargas y exhiben una distribuciéon amplia de pesos moleculares.
Los péptidos de peso molecular alto son indeseables, dado que son responsables de la respuesta alergénica y su
absorcion requiere pasos de proceso enzimatico adicionales en el intestino. La reduccion del sabor residual amargo
en los hidrolizados hace indispensable el uso de exoproteasas tales como aminopeptidasas o carboxipeptidasas.
Desventajas de este proceso de eliminacion del amargor son la liberacion de cantidades sustanciales de
aminoacidos libres y por tanto sabores caldosos desagradables y pérdidas de aminoacidos nutricionalmente
importantes.

En conclusion, la produccion industrial de hidrolizados de proteinas sigue estando basada en mezclas de enzimas
que estan lejos de ser Optimas, por lo que se precisan pasos costosos de purificacion para producir mezclas de
péptidos que tengan distribuciones de tamafio sub-6ptimas.

Después de la absorcién dietética normal, las proteinas presentes en los alimentos se hidrolizan gradualmente a
fragmentos mas pequefios que son transportados finalmente a través de la pared del intestino delgado. Durante el
paso a través del tracto gastrointestinal, son activas cierto nimero de diferentes proteasas que se originan en el
estdbmago, pancreas e intestino delgado. Endoproteasas tales como pepsina, tripsina y quimotripsina escinden las
proteinas de peso molecular alto en oligopéptidos mas pequefios. Estos oligopéptidos son hidrolizados luego
adicionalmente por cierto nimero de otras enzimas tales como di- y tripeptidil-peptidasas asi como amino- y
carboxipeptidasas. Los pasos finales de hidrdlisis tienen lugar en el intestino delgado y dan como resultado una
mezcla de aminoacidos libres y di- y tripéptidos (Grimble, G.K. 1994. Annu.Rev.Nutr. 14; 419-447).

A pesar de la gran coleccion de proteasas que son activas en el tracto gastrointestinal, es probable que péptidos que
resisten a la hidrdlisis proteolitica ulterior en el intestino delgado formen una fracciéon importante de la poblacion
superviviente de di- y tripéptidos. Por ejemplo, se ha comunicado que di- y tripéptidos que llevan residuos prolina
carboxi-terminales exhiben estabilidades en el cuerpo que son hasta 3 6rdenes de magnitud mayores que otros

péptidos (Ashmarin, I.P. ef al.; Biochemistry (Moscow), Vol 63, No 2,1998, pp119-124). Sistemas portadores
especificos para el transporte de los aminoacidos libres o los di- y tripéptidos son responsables del transporte
eficiente a través de la pared intestinal. Ha sido identificado un mecanismo independiente de la secuencia peptidica
capaz de transportar cantidades cuantitativamente significativas de di- y tripéptidos intactos (Doering, F. et al; 1998;
J. Biol. Chem. 273,23211- 23218). Después de entrar en la circulacion sanguinea, los péptidos pueden actuar
potencialmente como moduladores fisiolégicos del metabolismo. Los efectos fisiolégicos de los péptidos con
actividades opioides, inhibidoras de la ACE, antitrombosis, antitlcera, antiartritica y anoréxica han sido descritos

(Pihlanto-Leppala, A; Trends in Food Science & Technology 11 (2001) 347-356; Ashmarin, I.P. ef al.; Biochemistry
(Moscow), Vol 63, No2,1998, pp119-124).

La reciente comercializacion de diversos hidrolizados de proteinas que reivindican efectos antihipertensivos pone de
manifiesto el alcance incrementado del uso de hidrolizados de proteinas que contienen péptidos “bioactivos” en
aplicaciones médicas y no-médicas. Estos péptidos bioactivos e hidrolizados de proteina que contienen tales
péptidos bioactivos han sido descritos en numerosas solicitudes de patente. Por ejemplo, WO 97/00078 describe
hidrolizados obtenidos por incubacién con bacterias probidticas o enzimas obtenidas de tales bacterias. WO
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99/16.461 describe la inhibicion de la enzima convertidora de las angiotensinas por tripéptidos especificos obtenidos
por fermentacion de Lactobacillus. WO 01/32.905 describe la preparacion de un producto que contiene péptidos
antihipertensivos por fermentacion de caseina con bacterias de acido lactico. Varias otras solicitudes (véase por
ejemplo WO 01/68.114) describen el uso de péptidos altamente purificados o sintetizados quimicamente para para
reduccion de la presion sanguinea o tratamiento de diabetes, deterioro renal u obesidad.

Descripcidn de la invencion

La presente invencién proporciona un proceso para producir un hidrolizado de proteinas que es rico en tripéptidos en
el cual al menos 20% molar de los péptidos tienen un peso molecular de 200 a 2000 Da y estan presentes como un
tripéptido, y en el cual al menos 30% de los tripéptidos tienen una prolina carboxi-terminal. Preferiblemente, el
hidrolizado de proteinas de la invencién carece de amargor. El hidrolizado puede comprender opcionalmente
dipéptidos.

Conforme a una realizacion preferida del proceso de la invencion, la proteina o sustrato proteinaceo seleccionada(o)
se pone en contacto con una endoproteasa adecuada. Esta endoproteasa adecuada es preferiblemente una
endoproteasa especifica de prolina (PSE o EndoPro), utilizandose mas preferiblemente una PSE. Ademas, este
sustrato se pone en contacto con una tripeptidasa (TPAP) adecuada o una mezcla de tripeptidasas. Tales
tripeptidasas se definen como enzimas capaces de liberar tripéptidos a partir de un polipéptido, sea del lado N-
terminal del polipéptido que abarca por tanto las denominadas tripeptidil-peptidasas, o del lado C-terminal del
polipéptido, abarcando asi las denominadas peptidil-tripeptidasas. Ventajosamente, el sustrato proteinico se
fermenta primeramente con una endoproteasa, tal como una serina-proteasa, metaloendoproteasa o una proteasa
aspartica, para hidrolizar parcialmente la proteina. Se ha encontrado que la TPAP es, en general, mas eficaz sobre
tales sustratos proteinicos prehidrolizados.

El proceso conforme a la invenciéon implica una combinacién de una o mas endoproteasas con una o0 mas
tripeptidasas. Ventajosamente, las enzimas se utilizan en forma aislada y en un intervalo de ratios de proteina
tripeptidasa a endoproteasa comprendida entre 1:0,05 y 1:50, preferiblemente entre 1:0,1 a 1:10.

El sustrato proteinico o el hidrolizado parcial formado puede someterse primeramente a la primera endoproteasa
adecuada y subsiguientemente puede afiadirse la TPAP o la mezcla de TPAP’s. En los casos en que las
condiciones de actividad optimas de las enzimas son aproximadamente idénticas, puede preferirse un proceso en un
solo paso. Preferiblemente, la TPAP utilizada en el presente proceso es una TPAP que después de una incubacion a
pH 5 durante una hora a 50° C exhibe al menos una actividad residual de 70% sobre un sustrato Ala-Ala-X-pNA
como se mide en el Ejemplo 1. X puede variar con la TPAP en cuestion dependiendo de la especificidad de la TPAP.
X es un residuo de aminoacido que da lugar a al menos una actividad significativa de la TPAP (véase por ejemplo
Fig. 1).

Para ser util como adyuvante de proceso en la preparacion de ingredientes alimentarios, una enzima tiene que
cumplir preferiblemente varios criterios econémicos vy legislativos estrictos. Para cumplir los criterios legislativos, la
enzima deberia obtenerse a partir de una fuente nada sospechosa, por ejemplo un microorganismo de grado
alimentario. Para cumplir los criterios econdémicos, la enzima deberia ser secretada por el microorganismo,
producirse con rendimientos altos y exhibir varias caracteristicas bioquimicas tales como estabilidad a largo plazo en
condiciones de proceso industrial. Para minimizar los riesgos de infecciones microbianas en tales condiciones no
estériles, el proceso industrial emplea a menudo condiciones de pH acido y una temperatura de 50°C o mayor. Una
enzima utilizada en la presente invencion cumple ventajosamente estas demandas.

La presente invencién proporciona adicionalmente un hidrolizado rico en tripéptidos en el cual preferiblemente estos
tripéptidos son ricos en prolina carboxiterminal. Rico en tripéptidos significa que al menos 20% molar,
preferiblemente al menos 25% molar, mas preferiblemente al menos 30% molar o muy preferiblemente al menos
35% molar de los péptidos mas pequerios presentes en el hidrolizado esta presente como tripéptido. Los péptidos
mas pequeios se definen como péptidos con un peso molecular de 200-2000 Da. Rico en prolina significa que al
menos 20%, preferiblemente al menos 30%, mas preferiblemente al menos 40% y aun mas preferiblemente 50% de
la prolina presente en el sustrato proteinico de partida, esta presente en los tripéptidos, preferiblemente como prolina
carboxi-terminal. Con preferencia, el 30% de los tripéptidos o mas preferiblemente 35% de los tripéptidos tienen un
residuo prolina carboxi-terminal, cuyos valores pueden obtenerse con sustratos proteinicos que son ricos en prolina.

El hidrolizado producido conforme a la presente invencion tiene en general un grado de hidrolisis comprendido entre
10 y 40, preferiblemente entre 15 y 30. El grado de hidrodlisis se determina utilizando el método OPA tal como se
describe por Nielsen, P. M. et al (Journal of Food Science, vol. 66, No 5, pp 642-646, 2001). Los hidrolizados
producidos conforme al proceso de la presente invencion pueden fraccionarse en caso deseado. Por ejemplo, se
pueden utilizar técnicas de separacion tales como centrifugacion o filtracion (por ejemplo microfiltraciéon vy
ultrafiltracion) para producir composiciones que se enriquecen ulteriormente en péptidos que tienen un peso
molecular de 2000 Da o menos. De esta manera es posible producir una composicién que comprende al menos 10%
en peso, preferiblemente al menos 20% peso, mas preferiblemente al menos 30% y muy preferiblemente al menos
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40% en peso de péptidos que tiene un peso molecular de 200-2000 Da, basado en la cantidad total de péptidos
presente.

Aunque los productos principales que contienen hidrolizados de proteinas son féormulas para nifios y productos
alimenticios para personas hospitalizadas, productos destinados a personas con necesidades no-médicas, tales
como atletas o personas sometidas a una dieta de adelgazamiento estan haciéndose cada vez mas comunes.

La proteina del lactosuero representa un sustrato muy adecuado para la produccion de hidrolizados por el proceso
de la invencion. La proteina de lactosuero es relativamente rica en aminoacidos “esenciales” y “de cadena
ramificada” y tiene una alta digestibilidad biolégica. Ademas, los hidrolizados de lactosuero exhiben un perfil de
amargor relativamente bajo. Dado que el lactosuero tiene un contenido de prolina relativamente bajo, el papel de la
tripeptidasa en la generaciéon de una mezcla de péptidos facilmente asimilables es importante.

En comparacion con el lactosuero, proteinas como caseina, gluten de trigo y maiz, soja, proteina de arroz, plumas
de pollo y gelatina exhiben composiciones de aminoacidos muy diferentes. Basadas en su composicion de
aminoacidos, algunas de estas proteinas forman potencialmente el sustrato de eleccion para la produccion de
hidrolizados por el proceso de la invencion. Por ejemplo, el gluten de trigo es extremadamente rico en glutamina, y la
proteina de arroz es rica en residuos arginina. Es sabido que ambos aminoacidos mejoran la duracion fisica y la tasa
de recuperacion después de ejercicio de alta intensidad. Sin embargo, como aminoacido libre, la glutamina no es
estable, por lo que es ventajoso el suministro en un péptido faciimente asimilable. El gluten de maiz es un sustrato
econdémico que es extremadamente rico en leucina y fenilalanina, sabiéndose que estos aminoacidos pueden
modular las respuestas de glucosa e insulina después de consumo oral. Las plumas de pollo, asi como la proteina
de lactosuero forman una fuente barata y potencialmente importante de cisteina, un aminoacido con un papel
importante en la modulaciéon de las funciones inmunes y la lucha contra el estrés por oxidacion. Al igual que la
glutamina, la cisteina es un compuesto labil que se suministra preferiblemente en la forma de di- o tripéptidos. Sin
embargo, hasta la presente invencion, el desarrollo de protocolos de hidrdlisis optimizados para tales productos no
era viable econdmicamente.

Caseina, gelatina y gluten de trigo y maiz contienen todos ellos niveles altos de residuos proteina, a saber mas de 6
g de aminoacido libre por 100 g de proteina. Como se ha mencionado anteriormente, la prolina confiere una
estabilidad incrementada a los péptidos, aumentando con ello su importancia potencial como causante de efectos
fisiolégicos tales como disminucion de la presion sanguinea, accion como agonistas o antagonistas de opioides,
contraccion de la musculatura lisa e inhibicion de la agregacion plaquetaria. Ademas, investigaciones recientes han
implicado secuencias especificas que contienen prolina o una escasez de proteasas especificas de prolina con
efectos inmunoldgicos asociados con propiedades fisiolégicas. Por ejemplo, el esprue celiaco es una enfermedad

autoinmune de alta prevalencia inducida por exposicion al gluten dietético (Shan, L. ef al; Science Vol 297, 2002,

2275- 2279) vy relacionada con cambio de comportamiento (Bernejo, M. and Polanco |, Rev Neurol 2002 Feb 28;
34 Suppl 1: S24-33).

Hasta ahora, los enlaces peptidicos que implican residuos prolina han sido notablemente dificiles de escindir
utilizando enzimas disponibles comercialmente, por lo que los hidrolizados de proteinas preparados a partir de
sustratos ricos en prolina contienen fracciones importantes de material de peso molecular alto. Ademas, la prolina es
un aminoacido sumamente hidréfobo y produce hidrolizados extremadamente amargos. Asi pues, la produccion de
hidrolizados aceptables a partir de sustratos ricos en prolina utilizando las tecnologias existentes conduciria a
niveles bajos y productos de precio alto.

La mayoria de las endoproteasas disponibles comercialmente exhiben una acusada preferencia a la escision en el
lado carboxi-terminal de cualesquiera residuos de aminoacidos hidréfobos tales como Phe, Tyr o Leu o en el lado
carboxi-terminal de residuos basicos como Lys y Arg. A fin de producir un hidrolizado que sea relativamente rico en
péptidos pequefos, la proteasa especifica de prolina arriba mencionada es indudablemente una adiciéon importante a
la caja de herramientas. Sin embargo, muchas proteinas tienen un contenido sorprendentemente alto de residuos
glutamina/glutamato y asparagina/aspartato, por lo que una tripeptidasa capaz de escindir detras de estos residuos
puede ser muy ventajosa. Contra este antecedente, los hidrolizados de proteina ricos en di- y tripéptidos representan
los productos ideales para facilitacion de la absorcion gastrointestinal. Actualmente, los hidrolizados de proteinas se
fabrican utilizando endoproteasas disponibles industrialmente por lo que la formacién de di- y tripéptidos en tales
productos es aleatoria y esta lejos de ser 6ptima. Aunque se conocen di- y tripeptidilpeptidasas, la mayoria de estas
enzimas se han obtenido a partir de fuentes de mamifero, por lo que estas enzimas no son adecuadas para
aplicacién industrial. Las pocas enzimas descritas para fuentes microbianas son citosélicas, es decir que no son
secretadas o exhiben pH y temperatura 6ptimos desfavorables (Springer Handbook of Enzymes, Volume 6, Class
3.4; Second Edition, ISBN 3-540- 43012-1; and WO 96/14404).

Hasta ahora no estaban disponibles peptidasas potencialmente de grado alimentario eficaces en coste, que pudieran
utilizarse en condiciones industriales, por lo que no podian producirse hidrolizados atractivos que presenten
proporciones elevadas de tripéptidos, particularmente si el hidrolizado tiene que obtenerse a partir de un sustrato
rico en prolina. La presente invencién da a conocer una mezcla de enzimas que permitiria protocolos simples para
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convertir todos los sustratos proteinaceos relevantes en hidrolizados sumamente deseables con sabor agradable,
absorcién gastrointestinal eficiente, niveles alergénicos bajos y, en caso requerido, un contenido elevado de péptidos
bioactivos.).

Esta composicion de enzimas constituida por una endoproteasas, preferiblemente una endoproteasas especifica de
prolina, y una tripeptidasa cuando se afiade a una proteina adecuada, es capaz de producir el hidrolizado de
proteinas que es rico en tripéptidos y opcionalmente dipéptidos en el cual los di- y/o tripéptidos son ricos en prolina
en un extremo del péptido.

En todas las aplicaciones, estos hidrolizados de proteinas ofrecen ventajas atractivas tales como alergenicidad
reducida, absorcion gastrointestinal facilitada, menos deterioro quimico de los aminoacidos deseables como
glutamina y cisteina y, finalmente, ausencia de precipitados proteinaceos en bebidas acidas durante periodos de
almacenamiento prolongados. Todas estas ventajas pueden combinarse si el hidrolizado se prepara utilizando una
combinacién de una endoproteasas, preferiblemente una endoproteasas especifica de prolina, y una o mas
tripeptidasas. Conforme a la invencion, se utilizan preferiblemente varias tripeptidasas utiles en un estado puro o
aislado. Una tripeptidasa pura puede obtenerse por ejemplo por sobreexpresion de la enzima en un microorganismo
hospedador transformado adecuado. Se prefieren aquellas tripeptidasas que exhiben una selectividad baja hacia el
sustrato a escindir, es decir exhiben minimas Unicamente preferencias para la escision de residuos de aminoacido.
Se prefieren combinaciones de tripeptidasas que hidrolizan porcentajes altos de los enlaces peptidicos existentes
naturalmente. A pesar de esta actividad alta para enlaces peptidicos existentes naturalmente, se evita una hidrélisis
total a aminoacidos libres por la naturaleza de las tripeptidasas. Asimismo, se deciden tripeptidasas que son
o6ptimamente activas entre pH 4 a 8 y exhiben estabilidad térmica adecuada. Estabilidad térmica adecuada significa
que al menos 40%, preferiblemente al menos 60%, mas preferiblemente entre 70 y 100% de la actividad hidrolitica
inicial sobrevive después de calentamiento de la enzima junto con el sustrato durante una hora a 50 °C. La
tripeptidil-aminopeptidasa es la tripeptidasa preferida.

Las tripeptidil-aminopeptidasas son enzimas que pueden liberar tripéptidos a partir del término N de un oligopéptido.
Se conoce poco acerca de enzimas que puedan liberar tripéptidos a partir del término carboxi del oligopéptido
(“tripeptidil-carboxipeptidasas o peptidil-tripeptidasas”). Las diversas ventajas fisioldgicas de la mezcla de tripéptidos
que pueden ser formados por tales enzimas se han ilustrado anteriormente. Los tripéptidos ofrecen una variacion de
secuencia mucho mayor que los dipéptidos, pudiendo aumentar por tanto la probabilidad de una adaptacién 6ptima
con los receptores responsables para modulaciéon de las actividades bioldgicas. Esto se ilustra muy bien por el
numero documentado de péptidos bioactivos que tienen un residuo prolina carboxi-terminal (véase por ejemplo WO
01/68.114).

Se han aislado tripeptidil-aminopeptidasas (EC 3.4.14) a partir de fuentes tanto de mamifero como de plantas.
Microorganismos a partir de los cuales se han aislado tripeptidilpeptidasas son por ejemplo especies de
Streptomyces (JP08308565, WO 95/17.512 y US 5856166)), Porphyromonas gingivalis (WO 00/52147),
Dyctiostelium discoidum y especies de Aspergillus (WO 96/14404). Hasta la fecha, la existencia de tripeptidil-
carboxipeptidasas (EC 3.4.15) ha sido demostrada uUnicamente en células de mamifero y en el microorganismo
Clostridium histolyticum.

Una mezcla de tripeptidasas es especialmente preferida en el proceso de la presente invenciéon. Se ha encontrado
que una mezcla de este tipo puede acortar el tiempo de reaccion. Ademas, se forma una mayor cantidad de
tripéptidos si se compara con el uso de una sola peptidasa. Peptidasas especialmente adecuadas en la presente
invencion se describen en la solicitud de patente de los mismos inventores, también en tramitacion,
PCT/EP02/01984 (= WO 02/068.623). Estas enzimas se obtienen a partir de A. niger. En la Tabla 1 de
PCT/EP02/01984 se dan los numeros SEQ ID de las tripeptidasas. Las secuencias correspondientes se dan también
en esta solicitud.

Desde un punto de vista econdmico, la implicacién de las observaciones de los autores de la presente invencién es
que existe una necesidad clara en el presente proceso para el uso de tripeptidasas y/o endoproteasas en cantidades
altas y en una forma pura o aislada. Una via preferida para la obtencion de tripeptidasas purificadas y aisladas es
por superproduccion utilizando técnicas de DNA recombinante. Dado que muchos productos alimentarios son acidos
y las incubaciones enzimaticas de larga duraciéon en circunstancias industriales no estériles requieren también
condiciones de incubacion acidas y un proceso a temperaturas elevadas a fin de prevenir la contaminacion
microbiana, un método preferido es la superproduccién de tripeptidasas estables en medio acido que exhiban
estabilidades adecuadas en condiciones de proceso de 50 °C o temperaturas mas altas utilizando técnicas de DNA
recombinante. Un método particularmente preferido es la superproduccién de tales tripeptidasas derivadas de
Aspergillus, y un método muy preferido es la superproduccion de tales tripeptidasas a partir de Aspergillus niger.

Un polipéptido utilizado en el proceso de la invenciéon que tiene actividad de endoproteasas o tripeptidasa puede
encontrarse en forma aislada. Como se define en esta memoria, un polipéptido aislado es un polipéptido producido
endégenamente o recombinante que estd esencialmente exento de otros polipéptidos, y tipicamente tiene una
pureza de al menos 20%, preferiblemente al menos 40%, mas preferiblemente al menos 60%, aun mas
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preferiblemente al menos 80%, todavia mas preferiblemente al menos 90%, o muy preferiblemente al menos 95%,
como se determina por SDS-PAGE. El polipéptido puede aislarse por centrifugacion, filtracién (por ejemplo
ultrafiltracion) o métodos cromatograficos, o cualquier otro método conocido en la técnica para la obtencion de
proteinas puras a partir de soluciones brutas. Se comprendera que el polipéptido puede estar mezclado con
portadores o diluyentes que no interfieran con la finalidad propuesta del polipéptido, y por tanto el polipéptido en esta
forma se considerara todavia como aislado. El mismo comprendera generalmente el polipéptido en una preparacion
en la cual mas de 10%, por ejemplo mas de 20%, 30%, 40%, 50%, 80%, 90%, 95% o 99% en peso de las proteinas
en la preparacion es un polipéptido para uso en el proceso de la presente invencion.

La finalidad principal de los hidrolizados de la invencién es minimizar la alergenicidad o respuesta inmunoldgica del
producto, o facilitar la absorcidn gastrointestinal. En la produccion de tales hidrolizados, el uso de una endoproteasa
especifica de prolina en combinacién con una o mas tripeptidasas es de especial importancia, dado que éstas
ofrecen una via eficiente para produccion de tales hidrolizados.

La mezcla de enzimas conforme a la invencién puede comprender una tripeptidasa o una mezcla de tripeptidasas.
La mezcla de enzimas puede comprender también una endoproteasa, tal como una serina-proteasa, una
metaloendoproteasa, una proteasa aspartica, o una endoproteasa especifica de prolina (PSE o E.C. 3.4.21.26) que
operan junto con la tripeptidasa para proporcionar un hidrolizado de proteinas primario. Por supuesto, la
endoproteasa puede ser una o mas endoproteasas diferentes que se incuban simultanea o consecutivamente con el
sustrato de proteina; por ejemplo, el sustrato proteinaceo puede digerirse primeramente con una endoproteasa,
preferiblemente una serina-proteasa, una metaloendoproteasa o una proteasa aspartica, y digerirse
subsiguientemente con una segunda endoproteasa, preferiblemente PSE. Antes de afiadir la segunda endoproteasa,
las enzimas ya presentes se desactivan opcionalmente.

Las serina-proteasas representan una clase bien conocida de endoproteasas alcalinas. Ejemplos incluyen subtilisina
(E.C. 3.4.21.62) y quimotripsina (E.C.3.4.21.1 que prefieren la escision de la cadena peptidica en el lado carboxi-
terminal de aminoacidos hidréfobos tales como Tyr, Trp, Phe y Leu. La mezcla de enzimas de la invencion puede
contener quimotripsina y/o subtilisina. La subtilisina es producida por especies de Bacillus, tiene una especificidad de
sustrato particularmente amplia y un pH alcalino éptimo amplio. La enzima es 6ptimamente activa entre 50 °C y 60
°C. La enzima esta disponible econémicamente como producto comercial regular y es util en la produccién de, por
ejemplo, diversos hidrolizados lacteos. La quimotripsina se puede obtener de pancreas de animales, tiene una
especificidad de sustrato algo mas estrecha a valores de pH ligeramente mas alcalinos que la subtilisina y es
o6ptimamente activa por debajo de 50 °C.

La clase de metaloendoproteasas esta muy extendida en bacterias, hongos y organismos superiores. Las mismas
pueden dividirse en metaloproteasas neutras y acidas. De estas 2 subclases, unicamente las proteasas neutras
exhiben la preferencia de escision deseable, es decir la escisidon de la cadena peptidica en el lado carboxi-terminal
de residuos de aminoacidos hidréfobos tales como Phe y Leu. Ejemplos bien conocidos de las metaloproteasas
neutras son bacilolisina (EC 3.4.24.28) y termolisina (E.C. 3.4.24.27) y cualquiera de ellas, o ambas, pueden estar
presentes en la mezcla de enzimas de la invencion. Ambas enzimas se obtienen de especies de Bacillus y exhiben
actividad maxima en condiciones neutras o ligeramente alcalinas. Ejemplos menos conocidos de estas
metaloendoproteasas neutras se han obtenido de especies de Aspergillus. En casos en que la endoproteasa
especifica de prolina no se utiliza por sus efectos supresores del amargor sino para ayudar en la hidrélisis de
secuencias proteinicas ricas en prolina, puede ser ventajosa la combinacién con una metaloproteasa acida, como
por ejemplo deuterolisina (E.C. 3.4.24.39).

Al contrario que las serina- y metaloendoproteasas, las proteasas asparticas presentan un pH acido optimo que
puede ser utilizado ventajosamente en combinaciéon con una endoproteasa especifica de prolina y una tripeptidasa
que tengan también pH o6ptimos acidos. Entre las proteasas asparticas, la pepsina esta reconocida especialmente
como una endoproteasa con especificidad amplia. Endoproteasas asparticas derivadas de A. niger adecuadas han
sido especificadas en la solicitud de patente de los mismos inventores, también en tramitaciéon, también en
tramitacion, PCT/EP02/01984.

El proceso conforme a la invenciéon implica una combinacién de una o mas endoproteasas con una o mas
tripeptidasas. Ventajosamente, las enzimas se utilizan en forma aislada y en un intervalo de ratio proteinica de
endoproteasa a tripeptidasa entre 1:0,05 y 1:50, preferiblemente entre 1:0,1 y 1:10.

Para establecer la ratio proteinica de endoproteasa(s) a tripeptidasa(s) como se utiliza en el proceso conforme a la
invencion, las enzimas sustancialmente puras se someten a analisis SDS-PAGE seguido por un protocolo estandar
de tincion de proteinas utilizando Azul Brillante Coomassie. La cuantificaciéon de las enzimas utilizadas se lleva a
cabo utilizando un densitémetro de punto que mide los valores de densidad integrados de las bandas de proteina
correspondientes con las enzimas activas. Para evitar la degradacion de las enzimas durante el paso de
desnaturalizacion realizado antes de la SDS-PAGE, la desnaturalizacién se lleva a cabo por mezcla de las enzimas
con un inhibidor de proteasas, inmersion de la mezcla en un bafio de agua a 99 °C durante 5 minutos, después de lo
cual se afaden las cantidades requeridas de SDS y compuesto reductor. Las serina-endoproteasas se inhiben por
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mezcla con Pefabloc, las metaloproteasas por mezcla con fosforamidén y las proteasas asparticas por mezcla con
pepstatina. Todos los inhibidores mas los procedimientos de trabajo pueden obtenerse de Roche.

La solicitud de patente de los mismos inventores, también en tramitacion, PCT/EP01/14.480 describe el uso de una
endoproteasa especifica de prolina que, en conjuncidon con las endoproteasas de la técnica anterior, es capaz de
generar hidrolizados de proteina no amargos. Esta endoproteasa especifica de prolina es una enzima capaz de
escindir péptidos o polipéptidos en el extremo carboxi-terminal de residuos prolina. Endoproteasas especificas de
prolina se encuentran ampliamente en animales y plantas, pero su presencia en microorganismos parece ser
limitada. Hasta la fecha, se han identificado endoproteasas especificas de prolina en especies de Aspergillus (EP 0
522 428 y WO 02/45.524), Flavobacterium (EP 0 967 285), Aeromonas (J.Biochem.113, 790-796), Xanthomonas y
Bacteroides. Se ha demostrado que una incidencia alta de residuos prolina en el extremo carboxi-terminal de los
péptidos puede estar correlacionada con amargor bajo. Ademas, los autores de la invencién han demostrado que la
alta incidencia deseada de residuos prolina carboxi-terminales puede conseguirse sélo con concentraciones
elevadas de una endoproteasa especifica de prolina, a saber concentraciones que exceden de la actividad
especificada en JP5.015.314 por varios 6rdenes de magnitud y ademas en ausencia de una carboxipeptidasa.

En conjuncién con las endoproteasas de la técnica anterior, la endoproteasa especifica de prolina es capaz de
hidrolizar extensamente proteinas ricas en prolina produciendo péptidos relativamente pequefios con una
distribucion de tamarios estrecha. Debido a la preferencia de escision, de la endoproteasa especifica de prolina,
muchos de los péptidos formados tienen un residuo prolina carboxi-terminal. Adicionalmente, el proceso del
hidrolizado es relativamente simple, dado que no esta implicado un paso de eliminacién del amargor por
exoproteasas, por lo que Unicamente se formaran niveles bajos de aminoacidos libres.

Desde un punto de vista econdmico, la implicacién de esta observaciéon es que existe una clara necesidad en el
presente proceso para el uso de endoproteasas especificas de prolina en cantidades altas y en una forma pura o
aislada, que se describe en la solicitud de patente de los mismos inventores, también en tramitacion,
PCT/EP01/14.180. Una via preferida de obtencion de PSE purificada y aislada es por la superproducciéon de una
endoproteasa especifica de prolina de este tipo utilizando técnicas de DNA recombinante. Dado que muchos
productos alimenticios son acidos y las incubaciones enzimaticas de larga duracion en circunstancias industriales no
estériles requieren condiciones de incubacion acidas y una temperatura de proceso de 50 °C o mayor para prevenir
la contaminacién microbiana, un método mas preferido es la superproduccion de una endoproteasa especifica de
prolina estable en medio acido utilizando técnicas de DNA recombinante. Un método particularmente preferido es la
superproduccion de una endoproteasa especifica de prolina derivada de Aspergillus, y un método muy preferido es
la superproduccion de una endoproteasa especifica de prolina derivada de Aspergillus niger. Adicionalmente, las
enzimas conforme a la invencion pueden utilizarse en forma inmovilizada, con lo que pueden tratarse grandes
cantidades de liquidos que contengan proteinas. Vias para seleccionar materiales soporte apropiados y métodos de
inmovilizacién adecuados han sido descritos extensamente en la bibliografia, por ejemplo en "Immobilization of
Enzymes and Cells" (ed. Gordon F. Bickerstaff; ISBN 0-89603-386-4)

Una vez que las nuevas enzimas se han hecho disponibles en forma relativamente pura, se contemplan otras
aplicaciones nuevas y sorprendentes que presentan ventajas técnicas y econémicas.

Una nueva aplicaciéon podria ser la creacion de hidrolizados no amargos a partir de sustratos proteinaceos con
nuevas composiciones de aminoacidos. Dichas nuevas composiciones de aminoacidos pueden ofrecer ventajas
importantes en ciertas aplicaciones alimentarias y médicas. Ejemplos son caseina o aislado de proteina de gluten de
trigo o maiz con niveles altos de residuos de aminoacidos hidréfobos y, mas especificamente, residuos prolina
presentes. Hasta ahora, tales sustratos no tenian uso practico alguno debido a los desagradables sabores amargos
generados por hidrolisis y los grados limitados de hidrdlisis obtenidos utilizando los métodos de la técnica anterior.
Por utilizacion del método de hidrélisis conforme a la invencién, pueden hacerse disponibles nuevos hidrolizados no
amargos para uso en nutricion infantil y clinica, en dietas terapéuticas asi como en dietas para el consumidor y
nutricion deportiva.

Otras ventajas, no relacionadas directamente con la supresion de sabores amargos, incluyen la incubacién de la
enzima con proteinas alimentarias a fin de reducir su respuesta alergénica o inmunolégica. Varias proteinas
alimentarias contienen subfracciones altamente alergénicas, tales como el gluten de trigo que contiene prolaminas
con secuencias peptidicas ricas en prolina. Estas proteinas pueden someterse a las nuevas enzimas para atenuar
su antigenicidad. Una aplicacion especifica es el uso de una combinacion de una endoproteasa, preferiblemente una
endoproteasa especifica de prolina con una tripeptidasa para consumo oral. Una composicién de este tipo para
ingestion oral podria ser una tableta o una pildora o un polvo o liquido en el cual la combinacion de las dos enzimas
exhibe una estabilidad al almacenamiento satisfactoria. Si se mantiene en forma seca, la estabilidad al
almacenamiento deseada de las enzimas planteara pocos problemas técnicos. Formulaciones liquidas de enzimas
que proporcionan estabilidades al almacenamiento satisfactorias y adecuadas para consumo oral han sido descritas
en la técnica anterior. Por ingestion oral y la combinacién de las 2 enzimas estables en medio acido, se facilitara la
digestion de proteinas ricas en prolina tales como caseinas o glutenes, previniendo o minimizando con ello los
efectos descritos para, por ejemplo, el esprue celiaco.
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La endoproteasa especifica de prolina se utiliza para generar péptidos que tienen un residuo prolina carboxi-
terminal. Tales péptidos son adiciones deseables para diversos productos alimenticios o nutrientes farmacéuticos
como los que se han implicado en efectos anoréxicos, fibrinoliticos, antitrombdticos y antihipertensivos, asi como en
la proteccion de la mucosa gastrica y la prevencion de la artritis reumatoide.

En la mayoria de estas nuevas aplicaciones, la endoproteasa especifica de prolina deberia exhibir preferiblemente
un espectro de actividad con un pH acido 6éptimo.

Para resolver los problemas arriba mencionados, la invencién demuestra que la actividad por si sola de una
endoproteasa especifica de prolina aislada y purificada, es decir sin actividad sustancial concomitante o subsiguiente
de una enzima exoproteolitica, es suficiente para eliminar significativamente el amargor de un hidrolizado de
proteinas. Para ello, la endoproteasa especifica de prolina puede comprender al menos 5 unidades por gramo de
proteina de la preparacion enzimatica de la invencion, preferiblemente 10 u/g, mas preferiblemente 25 u/g y ain mas
preferiblemente 50 u/g. Ademas, estudios realizados conforme a la invenciéon demuestran que la actividad por si sola
de una endoproteasa especifica de prolina aislada y purificada, es decir sin la actividad concomitante o subsiguiente
de una enzima exoproteolitica, es suficiente para reducir significativamente el nivel global de inmunogenicidad de los
hidrolizados de proteinas, asi como para aumentar significativamente su solubilidad global en condiciones acidas.
Los hidrolizados producidos conforme a la invencién estan enriquecidos en péptidos que tienen un residuo prolina
carboxi-terminal.

Una realizacion de la presente invencion proporciona el uso de una endoproteasa especifica de prolina,
preferiblemente aislada y/o purificada, para la produccion con alto rendimiento de hidrolizados de proteinas que
tienen un amargor sustancialmente bajo y propiedades alergénicas bajas sin la producciéon concomitante de niveles
sustanciales de aminoacidos libres en combinacién con una TPAP. Todas las enzimas pueden afadirse al mismo
tiempo al sustrato, o el proceso enzimatico puede realizarse en 2 fases, primeramente la hidrdlisis con PSE seguida
por la hidrélisis con TPAP.

Las tripeptidasas son las enzimas de eleccion para la preparacion de hidrolizados de proteinas faciimente
asimilables. No sélo los péptidos formados pueden transponerse directamente a través de la pared del intestino
delgado sino que, debido a su pequefo tamario, estos péptidos combinan una solubilidad satisfactoria en agua con
ausencia de cualquier potencial alergénico. Ademas, aminoacidos vulnerables pero indispensables como glutamina,
cisteina y tirosina son mucho mas estables si se presentan en la forma de tripéptidos que los aminoacidos libres.
Asi, por digestion de sustratos proteinaceos seleccionados con una endoproteasa adecuada en combinacion con
una tripeptidil-peptidasa, se forman hidrolizados en los cuales los residuos de aminoacido seleccionados estan
presentes en una forma estable y todavia facilmente asimilable. Productos imaginables que pueden producirse
convenientemente utilizando la mezcla de enzimas conforme a la invenciéon son hidrolizados de gluten faciimente
asimilables que suministran niveles altos de glutamina, asi como hidrolizados obtenidos a partir de queratina o
fracciones ricas en lactalbumina de lactosuero que suministran niveles altos de cisteina. Analogamente, hidrolizados
que contienen tripéptidos que ejercen una actividad mejorada moduladora, reguladora o de tipo hormona como
resultado de su mayor estabilidad, por ejemplo tripéptidos ricos en residuos prolina o glicina, podrian formarse por la
digestion de sustratos como gelatina o caseina o proteina de maiz. Debido al tamafio 6ptimo y la estabilidad
mejorada de los péptidos presentes en estos hidrolizados, la absorcién por via oral es probable que dé como
resultado niveles de tripéptidos relativamente altos en la circulacion sanguinea, con lo que se realiza el concepto de
nutrientes farmacéuticos verdaderos. Efectos mejorados pueden ser alcanzables por conversiones quimicas
menores de los péptidos formados, v.g. ciclacion de péptidos que contienen residuos prolina.

El proceso de la invencién es adecuado para preparacion de hidrolizados de diversas fracciones proteinicas. En
particular, un sustrato proteinico, tal como proteina de leche, puede incubarse con una endoproteasa especifica de
prolina aislada y purificada y una TPAP para producir un hidrolizado de proteinas enriquecido en fragmentos
peptidicos que tienen una prolina carboxi-terminal.

La longitud media de los péptidos en los hidrolizados es en general de 2 a 9 aminoacidos, preferiblemente de 3 a 6
aminoacidos, mas preferiblemente de 3 a 5 aminoacidos. Esta longitud media esta basada en péptidos que tienen
masas moleculares de 200 a 2000 Da y puede calcularse tomando la suma del nimero de cada péptido multiplicado
por la longitud de dicho péptido, y dividiendo esta suma por el numero total de péptidos.

Por péptidos o fragmentos peptidicos se entienden péptidos con masas moleculares de 200 a 2000 Da. Estos
péptidos pueden analizarse conforme al analisis LC/MC como se describe en la seccion “Materiales y Métodos”.

En general, en la produccién de los hidrolizados de proteinas de la invencion el sustrato se hidroliza
sustancialmente, con preferencia al menos 20% (p/p) del sustrato de proteinas se convierte en péptidos que tienen
masas moleculares de 200 a 2000 Dalton. Mas preferiblemente, de 30 a 90% (p/p) y aun mas preferiblemente de 40
a 80 % (p/p) del sustrato proteinico se convierte en tales péptidos.

Otra realizacion de la invencién es un hidrolizado de proteinas enriquecido con un contenido relativamente alto de
péptidos que tienen prolina como el residuo de aminodacidos carboxi-terminal. Dado que las preparaciones
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enzimaticas utilizadas tipicamente en la génesis de hidrolizados de proteinas no son capaces de generar péptidos
que llenen residuos prolina en los términos carboxi, se desean hidrolizados de proteinas que sean relativamente
ricos en tales péptidos.

Sustratos para hidrélisis por una mezcla enzimatica de la invencion incluyen leche entera, leche desnatada, caseina
acida, caseina de cuajo, productos acidos de lactosuero o productos de suero de queso. Son también utiles
fracciones obtenibles industrialmente como por ejemplo fracciones enriquecidas en lactalbumina. Es sumamente
sorprendente que la endoproteasa especifica de prolina derivada de Aspergillus no sélo escinde en el lado carboxi-
terminal de residuos prolina sino también en el lado carboxi-terminal de residuos hidroxiprolina, lo que hace que
otras proteinas animales basadas en colageno tales como gelatina, asi como huesos o espinas de pescado que
contienen carne residual sean sustratos interesantes para la enzima. Ademas, sustratos vegetales como gluten de
trigo o maiz y fracciones proteinicas obtenidas de estos glutenes asi como fracciones de proteinas obtenidas de, por
ejemplo, soja, arroz o trigo son sustratos adecuados. Los hidrolizados de proteinas de leche producidos conforme a
la invencién pueden utilizarse con o sin pasos adicionales de filtracion o purificacién en diversos productos
alimenticios especiales tales como hidrolizados hipoalergénicos para nutricion infantil, hidrolizados basicos para
nutricion enteral y dietética, asi como concentrados de proteinas para diversas formas de alimentos dietéticos. Asi
pues, los hidrolizados de proteinas de la invencion pueden utilizarse para obtener productos alimenticios que tienen
antigenicidad baja, tales como férmulas para nifios o que requieren absorcion gastrointestinal facilitada, tales como
diversos productos médicos o relacionados con la salud. Adicionalmente, las preparaciones de enzimas conforme a
la invencion se pueden utilizar para reducir el amargor en alimentos saborizados por al menos un hidrolizado de
proteinas, incluso cuando el hidrolizado de proteinas esté presente en grandes cantidades. Por ejemplo, los
alimentos pueden comprender entre 5 % y 10 % (p/v) de un hidrolizado de proteinas y tener todavia su amargor
reducido utilizando una preparacion enzimatica de la invencion.

La presente invencion utiliza preferiblemente una endoproteasa especifica de prolina aislada o purificada con un pH
acido 6ptimo en combinacién con una o mas tripeptidasas aisladas que exhiben valores acidos de pH éptimos para
la preparacién de un hidrolizado de proteinas para diversas aplicaciones alimentarias. Una endoproteasa especifica
de prolina aislada y purificada de este tipo se define por tener al menos 10 unidades de actividad de endoproteasa
especifica de prolina por gramo de material proteinaceo. Estas unidades deberian medirse utilizando el péptido
sintético Z-Gly-Pro-pNA (Bachem, Suiza) a 37 grados C y pH 7. No obstante, si el pH 6ptimo de la endoproteasa
especifica de prolina es inferior a pH 6, por ejemplo en el caso de la endoproteasa especifica de prolina de
Aspergillus niger, las unidades deberian medirse a pH 5, como se especifica en la seccién Materiales y Métodos. La
mezcla de enzimas de la invencion evita numerosas desventajas de las mezclas de enzimas conocidas previamente
en la técnica. Y lo que mas importante, la endoproteasa especifica de prolina aislada y purificada es clave en la
produccion de hidrolizados que combinan potencial alergénico bajo, rendimiento elevado y perfil de amargor bajo.
Las tripeptidasas aisladas son claves en la generacion de péptidos faciimente asimilables sin potencial alergénico
alguno y con una composicion de aminoacidos especifica preferida. Ademas, los hidrolizados producidos con una
mezcla de enzimas que comprende esta endoproteasa especifica de prolina son relativamente estables en el
cuerpo, exhiben una estabilidad sorprendente al almacenamiento después de su incorporacién en productos acidos
y contienen niveles muy bajos de aminoacidos libres, por lo que se generan sabores desagradables minimos
durante los pasos de calentamiento, tales como secado por pulverizacion o esterilizacion del producto. Los
hidrolizados conforme a la invencion contendran menos de 900 micromoles de aminoacidos libres por gramo de
peso seco, preferiblemente menos de 300 micromoles de aminoacidos libres por gramo de peso seco, mas
preferiblemente menos de 150 micromoles de aminoacidos libres por gramo de peso seco, y aun mas
preferiblemente menos de 50 micromoles por gramo de peso seco.

Leyendas de las figuras

Fig. 1. Comparacion de la especificidad de TPAP-A y TPAP-B utilizando sustratos A-A-X-pNA donde X es cualquiera
de los aminoacidos naturales, a pH 4.

Fig. 2. Composicion de los péptidos solubles obtenidos por hidrdlisis de alfa-lactalbumina con las combinaciones de
enzimas que se indican.

Materiales y Métodos

Se obtuvo caseinato de sodio que contenia 90 % de proteina de DMV International (Holanda). Se obtuvo subtilisina
de B. licheniformis (Delvolase®, 560.000 DU por gramo) de DSM Food Specialties (Seclin, Francia).

La actividad enzimatica de las endoproteasas especificas de prolina que exhiben valores éptimos de pH superiores a
pH 6,0 se ensaya conforme a T. Diefenthal y H. Dargatz (World Journal of Microbiology & Biotechnology 11, 209-
212 (1995)) sobre Z-Gly-Pro-pNA 0,26 mM en tampon de fosfato 0,1 M a pH 7,0 y a 25 °C. El producto se monitorizé
espectrofotométricamente a 410 nm. Las endoproteasas especificas de prolina de Aspergillus se midieron conforme
al método descrito en la patente japonesa JP5015314 con modificaciones menores. En resumen, la actividad
enzimatica se testa sobre Z-Gly-Pro-pNA a 37 °C en un tampon citrato/fosfato disédico de pH 5. Se elige pH 5,0
debido a que en este test el pH éptimo de la enzima es inferior a pH 6. El producto de reacciéon se monitorizé
9
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también espectrofotométricamente a 410 nM utilizando un coeficiente de extincién molar de 10.500 por mol/litro. La
actividad de la tripeptidilaminopeptidasa purificada sobre la producida por A. niger (TPAP-A) se midi6 de manera
similar. No obstante, en este caso se utilizéd el sustrato sintético Ala-Ala-Phe-pNA (Bachem, Suiza) en una
incubacion en tampon de citrato de 0,1 mol/litro a pH 4,0 y 60 °C. La TPAP-A purificada tenia una actividad de 8
unidades/mL.

Una unidad se define como la cantidad de enzima que provoca la liberacién de 1 umol de p-nitroanilida por minuto
en estas condiciones.

El Grado de Hidrolisis (DH) como se obtiene durante la incubacidon con las diversas mezclas proteoliticas se
monitorizé utilizando un test OPA rapido (JFS, Vol 66, n° 5, 2001).

La evaluacion sensorial de los hidrolizados de proteinas formados fue realizada por un instituto independiente que
se valia de un panel adiestrado en deteccion y clasificacion de diversos niveles de amargor. Durante las sesiones,
las pruebas de sabor se realizaron de modo ‘ciego’ y el amargor se registré en una escala de 0 (ninguno)- 4 (muy
amargo). Los miembros del panel se adiestraron con sulfato de quinina con las soluciones siguientes:

15 ppm sulfato de quinina > intensidad de amargor = 1
20 ppm sulfato de quinina > intensidad de amargor = 2
30 ppm sulfato de quinina > intensidad de amargor = 3
50 ppm sulfato de quinina > intensidad de amargor = 4.
Analisis LC/MS

Se utilizé HPLC (cromatografia liquida de alta resolucién) utilizando un espectrémetro de masas Qtof-2 (Micromass,
Manchester, Reino Unido) para separar los péptidos formados durante la digestion con tripsina. Se atraparon 5
microlitros de la solucién de péptidos en una micro-precolumna, C18, 5*0,3 mm (MCA30-05-C18, LC Packings,
Amsterdam, Holanda) utilizando agua Milli Q que contenia 0,1 % de acido férmico a una tasa de flujo de 20
microlitros/min. Los péptidos se eluyeron luego de la precolumna, utilizando un gradiente rapido de acido férmico al
0,1 % en agua Milli Q (Millipore, Bedford, MA, EE.UU.; Solucién A) y acido férmico al 0,1 % en acetonitrilo (Solucion
B). El gradiente comenzaba a 100 % de Solucion A y aumentaba hasta 60 % de Solucion B en 20 minutos, y se
mantuvo en la ultima ratio durante 5 minutos mas. La tasa de flujo utilizada durante la elucién de los péptidos fue
200 nl/minuto. Utilizando analisis LC/MS/MS pudieron determinarse las secuencias parciales de aminoacidos de la
endopeptidasa especifica de prolina de A. niger, por nueva secuenciacion de péptidos adecuados.

Se utiliz6 HPLC empleando un espectrometro de masas con trampa ioénica (Thermoquest®, Breda, Holanda)
acoplado a una bomba P4000 (Thermoquest®, Breda, Holanda) en la caracterizacion de los hidrolizados
enzimaticos de proteinas producidos por la mezcla de enzimas de inventiva. Los péptidos formados se separaron
utilizando una columna PEPMAP C18 300A (MIC-15-03-C18-PM, LC Packings, Amsterdam, Holanda) en
combinacion con un gradiente de acido formico al 0,1% + acido nonafluoropentanoico (NFPA) 1 mM en agua Milli Q
(Millipore, Bedford, MA, EE.UU.; Solucién A) y acido férmico al 0,1 % en acetonitrilo (Solucion B) para la elucion. El
gradiente comenzaba a 100 % de Solucién A y aumentaba hasta 40 % de Solucién B en 140 minutos,
manteniéndose a la ultima ratio durante 5 minutos mas. El volumen de inyeccion utilizado fue 50 microlitros, la tasa
de flujo era 50 microlitros por minuto y la temperatura de la columna se mantenia a 30 °C. La concentracion de
proteinas de la muestra inyectada era aproximadamente 50 microgramos/mL.

Se obtuvo informacion detallada de los péptidos individuales utilizando el algoritmo MS/MS “dependiente de
escaneo”, que es un algoritmo caracteristico para un espectrometro de masas con trampa ionica.

El analisis de escaneo completo fue seguido por analisis de escaneo con zoom para la determinacion del estado de
carga del ion mas intenso en el intervalo de masas de escaneo completo. El analisis MS/MS subsiguiente del ultimo
ion dio como resultado informacion parcial de la secuencia peptidica, que pudo utilizarse para busqueda en bases de
datos utilizando la aplicacion SEQUEST de Xcalibur Bioworks (Thermoquest®, Breda, Holanda). Los bancos de
datos utilizados se extrajeron del banco de datos OWL.fasta, disponible en el NCBI (National Centre for
Biotechnology informatics), que contenia las proteinas de interés para la aplicacion utilizada. En aquellos
experimentos en los que se median sustratos proteinicos bien caracterizados tales como proteinas de lactosuero o
caseinas, la precision de la técnica de analisis se aumento por omisién de aquellos espectros MS/MS con un ajuste
de secuencia menor que 50%.

Utilizando diferentes mezclas de enzimas de la invencion, el intervalo de masas de los péptidos formados comienza
en di- y tripéptidos. Utilizando el reactivo volatil de apareamiento idnico NFPA en combinacién con cromatografia
liquida en fase inversa pueden monitorizarse también péptidos mas pequefios y mas hidréfilos que terminan con una
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masa comprendida entre aproximadamente 200 y 2000 Daltons, considerada adecuada para analisis ulterior por
secuenciacion MS.

Se utiliz6 angiotensina (M = 1295,6) para ajustar la sensibilidad 6ptima en modo MS y para fragmentacién 6ptima en
modo MS/MS, realizando una infusién constante de 60 mg/mL, que daba como resultado especies con carga
principalmente doble y triple en modo MS, y una energia de colision éptima de aproximadamente 35% en modo
MS/MS.

Analisis LC/MS de férmulas para nifios e hidrolizados comerciales de proteinas

Antes de la LC/MS tuvo que retirarse el material graso de las férmulas para nifios. A este fin, las muestras de
nutricion completa (13,5 g de polvo en 100 mL de agua Milli Q) se extrajeron 3 veces con 30 mL de hexano. Se
afnadieron pequefias cantidades de NaCl para mejorar la separacion de las capas de disolvente. Se obtuvieron luego
5 mL de la capa de agua y se liofilizaron. Antes del analisis, la muestra se redisolvié en 25 mL de agua Milli Q, se
centrifugd 2 veces (a 13.000 rpm) y se filtré a través de un filtro de 0,22 pm. A partir de las muestras hidrolizadas
puras, se disolvieron 400 mg en 100 mL de agua Milli Q, se centrifugaron 2 veces (a 13.000 rpm) y se filtraron a
través de un filtro de 0,22 um. Para caracterizar los péptidos presentes en los hidrolizados de proteina comerciales,
se siguid la misma estrategia que se ha descrito arriba para los hidrolizados enzimaticos formados por la mezcla de
enzimas de inventiva, es decir el hidrolizado filtrado se aplicé a la columna HPLC y los péptidos individuales con
masas moleculares entre 200 y 2000 Daltons se caracterizaron ulteriormente por el analisis MS/MS.

Determinacion de la fraccién molar de péptidos (%) que llevan una prolina carboxi-terminal

Puede utilizarse LC/MS/MS para el analisis del término C de un péptido. Con un algoritmo en el que la masa
molecular del péptido (analizada con LC/MS) y su secuencia (parcial) de aminoacidos (analizada con LC/MS/MS)
enlazadas con procedimientos de busqueda automaticos en bancos de datos de proteinas, pueden analizarse
mezclas de péptidos complejas. Estas opciones han permitido a los inventores cuantificar la incidencia de péptidos
que llevan un residuo prolina carboxi-terminal.

Para determinar la fraccién molar de péptidos que llevan una prolina carboxi-terminal en un hidrolizado de proteinas,
se seleccionan picos de péptidos individuales que se eluyen de la columna PEPMAP y se determinan secuencias
parciales de aminoacidos carboxi-terminales utilizando las técnicas arriba especificadas. El analisis de al menos 20,
preferiblemente al menos 30 y mas preferiblemente entre 40 y 60, por ejemplo 50 de los péptidos mas abundantes
seleccionados aleatoriamente, proporciona asi una idea de la frecuencia con la que aparecen péptidos que llevan un
residuo prolina en el término carboxi del péptido. El cociente del nimero de péptidos encontrados que llevan un
residuo prolina carboxi-terminal multiplicado por 100 y el nimero total de péptidos analizados proporciona asi la
fraccion molar de péptidos (%) que llevan una prolina carboxi-terminal.

Determinacion de la fraccién molar (%) de prolina en el sustrato proteinico utilizado para generar el hidrolizado

Cualquier material graso se eliminé primeramente por extraccion en hexano como se detalla en el parrafo que
describe el analisis LC/MS de férmulas para nifios e hidrolizados comerciales de proteinas. La hidrdlisis acida del
sustrato proteinico para convertir las proteinas presentes en aminoacidos libres se consiguié preparando una
suspension de 100 miligramos de material proteinaceo en 2 mL de HCL 6 N. La hidrdlisis acida se realizé durante 22
horas a 112 °C en una atmédsfera exenta de oxigeno. Después de centrifugacion, se diluyé 10 veces el sobrenadante
con HCL diluido. Después de esta hidrolisis, los aminoacidos se derivatizaron y se analizaron conforme al método
Picotag como se especifica en el manual de operadores del Sistema de Analisis de Aminoacidos de Waters (Milford,
MA, EE.UU.). El nivel de prolina presente se cuantificd utilizando métodos HPLC. Para determinar la fraccion molar
(%) de prolina en la muestra, los micromoles de prolina presentes multiplicados por 100 se dividieron por la suma de
los micromoles de todos los aminoacidos presentes en la muestra analizada. Dado que durante la hidrdlisis acida se
destruyen Trp y Cys, estos 2 aminoacidos no estan incluidos en esta suma de los micromoles de todos aminoacidos.

Determinacion de los niveles de aminodcidos libres en hidrolizados de proteinas o formulas para nifios

Una muestra pesada exactamente del material proteinaceo se disolvio en acido diluido y los precipitados se
separaron por filtracion en una centrifuga Eppendorf. El andlisis de aminoacidos se llevd a cabo sobre el
sobrenadante claro conforme al método PicoTag como se especifica el manual de operadores del Sistema de
Analisis de Aminoacidos de Waters (Milford, MA, EE.UU.). A este fin, se obtuvo una muestra adecuada del liquido,
se afiadié a acido diluido y se homogeneizé. Se tomé una nueva muestra de la dltima solucion, se secé y se
derivatizé utilizando isotiocianato de fenilo. Los diversos aminoacidos derivatizados presentes se cuantificaron
utilizando métodos HPLC y se sumaron para calcular el nivel total de aminoacidos libres en la muestra pesada.

Para relacionar este nivel total de aminoacidos libres en la muestra con el nivel total de aminoacidos que pueden
liberarse de esta muestra, se somete también la muestra a hidrdlisis acida seguida por una cuantificacion del total de
aminoacidos libres presentes como se ha detallado arriba.
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Ejemplos
Ejemplo 1
Propiedades de la tripeptidilpeptidasa codificada por el gen 12 (TPAP-A) de Aspergillus niger

La enzima codificada por el gen 12 (descrita en la solicitud de patente de los mismos inventores, también en
tramitacion, PCT/EP02/01984) se obtuvo por superproduccion en una célula hospedadora de A. niger y se purificd
por cromatografia. La purificacion se llevé a cabo en una columna Resource Q en acetato de 50 milimoles/litro de pH
4,5. La elucién por aumento de la concentracion de NaCl produjo la enzima en un pico de actividad neta. La
actividad se midié por incubacion con el péptido sintético Ala-Ala-Phe-pNA. La solucién con la enzima purificada
contenia 8 unidades/mL si se ensayaba en el péptido sintético Ala-Ala-Phe-pNA a pH 4,0 y 60 °C (véase la seccion
Materiales y Métodos).

En un primer experimento, la enzima pura se incubé a pH 5 y 50 °C con 2 sustratos cromodgenos sintéticos
diferentes, a saber Ala-Ala-Phe-pNA y Ala-Phe-pNA (ambos de Bachem, Suiza). Se prepararon soluciones stock de
estos péptidos en DMSO, que se diluyeron luego 100 veces en el tampon acuoso deseado. La incubacion con el
sustrato Ala-Ala-Phe-pNA condujo a un aumento significativo de la absorbancia a 410 nandémetros, mientras que la
incubacion con Ala-Phe-pNA no lo hizo. Esta observacion demuestra claramente que esta tripeptidasa puede
escindir unicamente tripéptidos y no exhibe actividad de aminopeptidasa que pueda conducir a un aumento
indeseable de aminoacidos libres.

En un segundo experimento, se demostraron las caracteristicas preferidas de estabilidad de la enzima codificada por
el gen 12. Cuatro muestras de la enzima purificada se incubaron a pH 5 durante una hora a 0, 40, 50 y 60 °C
respectivamente. Se afiadié luego a cada muestra de enzima el sustrato Ala-Ala-Phe-pNA arriba mencionado y se
determiné la actividad enzimatica en cada muestra calentada por medida del aumento de absorbancia a 410
nanometros. Mientras que la muestra de 0 °C exhibia 100% de actividad, la muestra de 40 grados exhibia 96% de
actividad residual, la muestra de 50 grados 92% de actividad residual y la muestra de 60 grados 88% de actividad
residual. Estos datos confirman la estabilidad sorprendente de esta tripeptidasa TPAP-A de Aspergillus en las
condiciones de proceso preferidas por la industria alimentaria.

Por ultimo, se obtuvo una impresién de las preferencias de escision de la tripeptidilpeptidasa corriente. A este fin, la
incubacion se llevé a cabo con los péptidos sintéticos Ala-Ala-Phe-pNA, Ala-Ala-Ala-pNA y Ala-Ala-Pro-pNA. Los 3
péptidos se disolvieron en DMSO a una concentracion 150 milimolar. La reaccion se efectudé en tampén de citrato
(citrato 0,1 M), a pH 4,0 y a 60 °C.

Se afiadieron a la cubeta 940 microlitros de tampdn, 50 microlitros de muestra enzimatica y 10 microlitros de
sustrato, y después de agitar se midié cinéticamente la reaccion a 405 nandmetros durante 10 minutos. La enzima
se testod en diferentes diluciones.

Con objeto de calcular la actividad especifica, se determiné espectrofotométricamente la concentracion de proteinas
de la soluciéon enzimatica a 280 nanémetros utilizando un coeficiente de extinciéon molar de 1,21 para 1 gramol/litro
(basado en contenido de Trp y Tyr en la molécula de enzima).

sustratos dilucion U/mL Actividad especifica, U/mg
Ala-Ala-Phe-pNA 1:50 7,81 -8,95 2,3

Ala-Ala-Ala-pNA 1:50 a1:200 76,2 - 81,5 21,8

Ala-Ala-Pro-pNA No diluida 0,0 0,0

Por comparacién de las absorbancias a 410 nanémetros, estaba claro que la enzima exhibe una preferencia clara
para escision del sustrato Ala-Ala-Ala-pNA. Ala-Ala-Phe-pNA se escindia también, pero a una tasa
significativamente menor. No pudo registrarse actividad alguna hacia el sustrato Ala-Ala-Pro-pNA. La ultima
observacién demuestra claramente que la combinaciéon con una endonucleasa especifica de prolina se prefiere para
convertir sustratos proteinicos ricos en residuos prolina en tripéptidos facilmente asimilables y resistentes a la
degradacion con residuos prolina carboxi-terminales.

Ejemplo 2

Los hidrolizados de caseina sometidos a una endoproteasa especifica de prolina en combinacién con una
tripeptidilaminopeptidasa estan exentos de amargor y contienen una proporcion elevada de tripéptidos que tienen
residuos prolina carboxiterminales.

Se prepard una solucion de caseina al 6% (p/p referido a proteina) por disolucion de caseinato de sodio en agua.
Después de ajustar el pH a 8,0 con NaOH, se afnadi6 la serina-proteasa Delvolase a una concentracion del 4%
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(volumen del producto enzimatico comercial referido a peso de caseinato de sodio) y la mezcla se incubd durante
2,5 horas a 60 °C en condiciones de pH no estatico. Se paré luego la reaccién por disminuciéon del pH a 5,0
utilizando acido lactico seguido por un tratamiento térmico de 10 minutos a 90 °C. La solucidn se enfrié a 50 °C y se
tomaron 2 muestras. La primera muestra (Muestra A) sirvié como referencia para caracterizacion del material que se
ha sometido sélo a la accion de una serina-proteasa de amplio espectro. La segunda muestra se utilizé para
incubaciones subsiguientes con EndoPro (“EndoPro” se refiere a una endoproteasa especifica de prolina, obtenida
por superproduccion y purificada cromatograficamente de A. niger como se escribe en WO 02/45.524) y finalmente
TPAP-A. La incubacién con EndoPro se llevd a cabo por adiciéon de una solucién purificada cromatograficamente de
la endoproteasa de A. niger especifica de prolina obtenida por superproducciéon en una concentracion de 2
unidades/gramo de proteina (véase la solicitud de patente de los mismos inventores, también en tramitacion,
PCT/EP01/14.480 = WO02/45.524). Después de incubar durante 16 horas a 50 °C en condiciones de pH no estatico,
la enzima EndoPro se desactivo por otro tratamiento térmico para producir la Muestra B.

En esta etapa, las muestras A y B fueron evaluadas sensorialmente por un panel adiestrado. Las dos muestras se
saborearon “a ciegas” y se registraron luego en una escala de 0 (no amarga) a 4 (muy amarga) como se describe en
la seccion Materiales y Métodos. La Muestra A se registré unanimemente como “muy amarga”’, la Muestra B se
registré6 unanimemente como “no amarga”’. Este resultado confirmé una vez mas la sorprendente capacidad de
eliminacion del amargor de la enzima EndoPro.

Parte de la Muestra B se incubd luego con 20 unidades de TPAP-A purificada por cromatografia por gramo de
proteina caseina durante 5 horas a pH 4,0 y 60 °C. Como en el caso anterior, la reaccion enzimatica se terminé por
calentamiento de la solucién durante 10 minutos a 95°C para producir la Muestra C.

Las muestras A, B y C se sometieron luego a andlisis LC/MS (véase la seccion Materiales y Métodos) para
determinar la distribucion de tamafios de los principales péptidos presentes. De todos los hidrolizados se analizaron
al menos 124 péptidos diferentes. Los datos obtenidos se muestran a continuacion.

Enzimas utilizadas para Heptapéptidos o mas Di + tripéptidos (% Tripéptidos que tienen residuos
preparar hidrolizado de pequefios (% molar molar de todos los prolina carboxiterminales (%
caseina de todos los péptidos péptidos molar de todos los tripéptidos
detectados) detectados) detectados)
Subtilisina 68 15 0
("Delvolase")
+ EndoPro 65 17 26
(PCT/EP02/01984)
+EndoPro+TPAP-A 76 21 38
(Ejemplo 1)

Combinando los resultados de la evaluacion sensorial y el analisis LC/MS, esta claro que una incubacion con
EndoPro y TPAP-A a la vez (es decir, después de una incubacion con subtilisina) permite obtener un producto
superior en términos de amargor (Un hidrolizado de caseina no exhibe amargor alguno después de incubacion con
EndoPro), alergenicidad (péptidos menores que 8 residuos de aminoacidos) y contenido de péptidos potencialmente
bioactivos (tripéptidos que resisten a la degradacion proteolitica debido a su residuo prolina carboxi-terminal).

Ejemplo 3

Frecuencia de di- y tripéptidos que tienen residuos prolina carboxiterminales en un producto comercial de
férmula para nifos basado en caseina

Entre los diversos productos testados de férmula para nifios (véase Ejemplo 6 en la solicitud de patente de los
mismos inventores también en tramitacion PCT/EP01/14.180), Nutramigén (Mead Johnson, que contiene 14 gramos
de hidrolizado de caseina por 100 g de polvo) contiene la fracciéon molar maxima (a saber, 22%) de péptidos que
llevan prolina C-terminal. En el Ejemplo presente, se muestran los resultados de un analisis LC/MS de este
hidrolizado centrandose en su contenido de di- y tripéptidos y la frecuencia de tales péptidos que tienen residuos
prolina carboxiterminales.

Antes del analisis LC/MS, tuvo que eliminarse el material graso presente en las férmulas para nifios. Como se
especifica en la seccion Materiales y Métodos, esto se realizd por extraccion en hexano. La fase acuosa asi obtenida
se centrifugo, se filtrd y se sometio luego a analisis LC/MS para caracterizar los diversos péptidos presentes.

Conforme a los resultados obtenidos, la fraccién molar de di- a heptapéptidos derivados de caseina presente en
Nutramigén da cuenta del 83% de todos los péptidos detectados. Adicionalmente, pudo demostrarse que la fraccion
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molar de di- y tripéptidos presentes entre todos péptidos detectados en Nutramigén asciende a 18%. Entre los
tripéptidos identificados, pudo demostrarse que una fraccién molar de 23% tiene un residuo prolina carboxi-terminal.

A pesar del hecho de que el hidrolizado de proteina utilizado representa un producto que ha sido probablemente
muy purificado y enriquecido selectivamente por varias técnicas tales como ultrafiltracién y cromatografia, el
hidrolizado exhibe un nivel bajo de residuos prolina carboxiterminales, lo que implica un amargor considerable y una
fraccion limitada de tripéptidos resistentes a proteasas solamente.

Ejemplo 4

Los hidrolizados de beta-caseina obtenidos por una endoproteasa especifica de prolina en combinacion con
una tripeptidil-aminopeptidasa contienen proporciones elevadas de tripéptidos asi como péptidos que tienen
residuos prolina carboxiterminales

Para permitir un analisis LC/MS/MS mas preciso de los diversos productos de reaccién obtenidos por combinacion
de una endoproteasa especifica de prolina con una tripeptidilpeptidasa, se llevé a cabo otro experimento de hidrdlisis
en el cual se utilizé beta-caseina de bovino pura como sustrato. A dicho fin, se prepard una solucion al 0,2% (p/p
referido a proteina) por disolucidon de beta-caseina pura (Sigma) en agua y ajuste del pH a 8,0 con NaOH. Se afadio
luego la serina-proteasa subtilisina (Delvolase) a una concentracion de 5% (volumen del producto enzimatico
comercial referido a peso de beta-caseina) y la mezcla se incubé durante una hora a 60°C en condiciones de pH no
estatico. La reaccion se paré por disminucion del pH a 5,5 utilizando acido lactico seguido por tratamiento térmico
durante 10 minutos a 90 °C. Se enfri6 luego la mezcla a 50°C y se tomd una muestra para analisis LC/MS/MS. Se
llevé a cabo una incubacion subsiguiente con EndoPro (véase el Ejemplo 2) por adicion de una solucién purificada
cromatograficamente de la endoproteasa especifica de prolina obtenida por superproduccion de A. niger en una
concentracion de 20 unidades/gramo de proteina. Después de incubacion durante 2 horas a 50 °C en condiciones de
pH no estatico, la enzima EndoPro se desactivd por otro tratamiento térmico para producir otra muestra para analisis
LC/MS/MS. Por ultimo, se afiadié TPAP-A purificada por cromatografia (véase Ejemplo 1) en una concentracion de 4
unidades por gramo de sustrato y se continué la incubacién durante 2 horas a 60 °C, después de lo cual se
desactivo por calentamiento para producir otra muestra LC/MS/MS. Se llevaron a cabo incubaciones subsiguientes
en beta-caseina sin Delvolase utilizando EndoPro y TPAP, solas o en combinacion, en las condiciones arriba
descritas. Las Ultimas muestras se sometieron también a analisis LC/MS/MS. Los datos obtenidos se muestran a
continuacion.

Enzimas utilizadas para | Numero de |Péptidos con Pro C-terminal| Di + tripéptidos (% | Tripéptidos (% molar de

preparar hidrolizado de péptidos (% molarde todos los molar de todos los todos los tripéptidos
beta-caseina analizados péptidos analizados) péptidos analizados) analizados)
Subtilisina 93 0 12 6
Subtilisina +EndoPro 68 41 34 25
Subtilisina 69 36 45 36
+EndoPro+TPAP-A
EndoPro 55 49 11 11
TPAP-A 1 0 100 100
EndoPro+TPAP-A 68 40 43 40

A pesar de la amplia especificidad de la enzima TPAP-A utilizada (véase Ejemplo 5), la incubacion de la beta-
caseina pura solo con la enzima TPAP-A da como resultado Unicamente la liberacién de un solo péptido, a saber el
tripéptido N-terminal Arg-Glu-Leu de beta-caseina. Por una razén que se desconoce, la enzima TPAP-A utilizada no
puede separar el tripéptido siguiente de este sustrato, demostrando claramente con ello la necesidad de combinar la
TPAP con una endoproteasa tal como subtilisina o EndoPro. Los resultados que se muestran arriba indican
claramente que tales combinaciones de una TPAP con una endoproteasa conducen a un aumento considerable en
el numero de tripéptidos generados. Las combinaciones que implican EndoPro exhiben todas ellas un aumento
espectacular del numero de péptidos que tienen residuos prolina carboxiterminales.

Ejemplo 5
Las diferentes tripeptidasas tienen especificidades de sustrato diferentes

Las diferentes tripeptidasas pueden poseer especificidades de sustrato diferentes de tal modo que las
combinaciones de una endoproteasa especifica de prolina con diferentes tripeptidasas conduciran a hidrolizados de
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proteinas con composiciones de tripéptidos diferentes. Para ilustrar esto, se obtuvo una serie completa de sustratos
peptidicos cromégenos (Ala-Ala-X-pNA, donde X representa los diversos residuos de aminoacidos naturales) de
Pepscan (Lelystat, Holanda), después de lo cual se caracterizaron las preferencias de aminoacidos no sélo de
TPAP-A (que se correspondia con la enzima codificada por el gen 12 como se describe en la solicitud de patente de
los mismos inventores, también en tramitacion, PCT/EP02/01984 y obtenida por superproduccion en una célula
hospedadora de A. niger) sino también de la tripeptidilaminopeptidasa TPAP-B (que se correspondia con la enzima
codificada por el gen 10 como se describe en la solicitud de patente 2 mismos inventores, también en tramitacion,
PCT/EP02/0 1984 y obtenida por superproduccion en una célula hospedadora de A. niger). Exactamente como la
enzima TPAP-A, la enzima TPAP-B superproducida y secretada se purificé primeramente por cromatografia; en este
caso en una columna FF de sefarosa Q (AA1188, Pharmacia) equilibrada en tampén Bis-Tris de 20 milimoles/litro,
pH 5,5 y eluida con un gradiente que contenia 1 mol/L de NaCl en el mismo tampon.

La preincubacién de las enzimas TPAP-A y TPAP-B con una subserie de los péptidos sintéticos indicé que ambas
tripeptidasas tienen su actividad éptima entre pH 3 y 5. Por ello, la incubacion con la subserie completa de sustratos
cromogenos para determinar la preferencia de escision de las 2 enzimas se realizé a pH 4,0. Se prepararon
soluciones stock de los diversos sustratos sintéticos en DMSO en una concentracion de 150 milimoles/litro. Estas
soluciones stock se diluyeron luego 100 veces en acetato de sodio de 0,1 mol/L, CaCl2 de 20 milimoles/L y pH 4,0,
después de lo cual se transfirieron 200 microlitros de cada soluciéon a pocillos de placas de microtitulacion
individuales. Después de equilibracién a 40 °C, se inicié la reaccion por adicion de 200 microlitros de la tripeptidasa
purificada cromatograficamente a cada pocillo. El desarrollo de la extincion se siguié a 405 nanémetros utilizando un
lector de placas de microtitulacion Tecan Genios. A continuacion se presentan las eficiencias de ambas enzimas
para los diversos sustratos, en las cuales se utilizo la actividad para el sustrato Ala-Ala-Ala-pNA como el valor 100%.
Las diversas letras en el eje X en la figura que se muestra a continuacion se refieren a los simbolos internacionales
de una sola letra utilizados para especificar el residuo de aminoacido “X” en el sustrato Ala-Ala-X-pNA.

Los datos obtenidos ilustran claramente (véase figura 1) las diferentes especificidades de sustrato de la enzima
TPAP-A y la enzima TPAP-B. Si bien ambas enzimas exhiben preferencia para escindir en el término C de
aminoacidos como Asp ("D"), Glu ("E") and GIn ("Q"), la enzima TPAP-B es mas eficiente para los residuos de
aminoacido Tyr ("Y"), Trp ("W"), Thr ("T") and Ser ("S").

Ejemplo 6

Beneficios de la combinacion de una endoproteasa especifica de prolina con una tripeptidilaminopeptidasa
sobre sustratos bajos en prolina

Los beneficios de la hidrolisis de sustratos de proteinas ricas en prolina tales como caseinas o glutenes o
compuestos basados en colageno con la combinacion de una endoproteasa especifica de prolina y una
tripeptidilpeptidasa han sido demostrados adecuadamente en los Ejemplos anteriores. Aqui se demostrara que la
combinacion de enzimas se utiliza también ventajosamente en la hidrdlisis de sustratos con contenidos de prolina
inferiores.

Una fraccion de lactalbumina bruta de leche de bovino (Sigma) se suspendié en agua en una concentracion de 20
g/litro, después de lo cual se ajustd el pH a 8,0. Se afiadié la serina-proteasa subtilisina (Delvolase) a una
concentracién del 4% (volumen del producto enzimatico comercial referido a peso del sustrato) y la mezcla se incubé
durante 2 horas a 60 °C en condiciones de pH no estatico. Se redujo luego el pH de la suspension a pH 4,5
utilizando acido citrico y se dividio en 4 porciones. Una porcién se calenté para desactivar la enzima Delvolase y se
mantuvo luego congelada hasta su analisis LC/MS/MS. Se afiadi6 a las otras 3 porciones enzima EndoPro purificada
cromatograficamente (1 unidad/gramo de lactalbuimina) o tripeptidilaminopeptidasa (TPAP-A; 20 unidades/gramo de
lactalbimina) o una combinacién de EndoPro y TPAP-A (1 unidad + 20 unidades/gramo de lactalbumina; véase
Materiales y Métodos para definiciones de la unidad). Las mezclas se incubaron durante una noche a 50 °C, se
sometieron a tratamiento térmico para desactivar las enzimas y se almacenaron a -20 °C. Las muestras se
centrifugaron primeramente y el sobrenadante claro se utilizé para analisis LC/MS/MS. Unicamente se tuvieron en
cuenta aquellos péptidos que se ajustaban a la secuencia de aminoacidos de alfa-lactalbumina.

Los datos LS/MS/MS obtenidos se representan en la Figura 2 en longitud de péptidos de los residuos de
aminoacidos representados en el eje X, representandose en el eje Y el nimero de péptidos analizados. Incluso sin
un nuevo calculo de péptidos de una longitud especifica en porcentajes de los péptidos totales analizados, se hacen
patentes los beneficios de una incubaciéon con una endopeptidasa especifica de prolina o una tripeptidasa o una
combinacion de estas 2 enzimas. Junto con los resultados proporcionados en los Ejemplos anteriores, los datos
obtenidos demuestran claramente que la combinacion de una endoproteasa especifica de prolina con una
tripeptidasa proporciona hidrolizados excelentes, sea sobre sustratos ricos en prolina o sobre otros sustratos
proteinaceos.
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REIVINDICACIONES

1. Un hidrolizado de proteinas en el que al menos 20% molar de los péptidos que tienen un peso molecular de
200 a 2000 Daltons esta presente en el hidrolizado como tripéptido y en el cual al menos 30% de los tripéptidos
tienen una prolina carboxi-terminal.

2. Un hidrolizado de proteinas conforme a la reivindicacion 1, en donde al menos 25% molar, o mas
preferiblemente al menos 30% molar de los péptidos que tienen un peso molecular de 200 a 2000 Daltons esta
presente en el hidrolizado como tripéptido.

3. Un hidrolizado de proteinas conforme a la reivindicacion 1 6 2, en donde preferiblemente al menos 20%,
preferiblemente al menos 30%, o mas preferiblemente al menos 40% de la prolina presente en la proteina de partida
esta presente en los tripéptidos.

4. Un hidrolizado de proteinas conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde al menos
35% de los tripéptidos tienen una prolina carboxi-terminal.

5. Un hidrolizado de proteinas conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde al menos
70% molar de los péptidos, o preferiblemente al menos 75% molar de los péptidos contienen 2 a 7 residuos de
aminoacido (dipéptido a heptapéptido).

6. Un método de produccién de un hidrolizado de proteinas,

comprendiendo el método poner en contacto un sustrato proteinico con:

a) 1 endoproteasa especifica de prolina que tiene un pH éptimo acido; y

b) 1 tripeptidil-aminopeptidasa.

7. Uso del hidrolizado de proteinas conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para consumo por

mamiferos, preferiblemente humanos.

8. Una composicién enzimatica que comprende
a) una endoproteasa especifica de prolina que tiene un pH éptimo acido; y
b) una tripeptidil-aminopeptidasa.
9. Una composicién enzimatica conforme a la reivindicacién 8, en donde la tripeptidil-aminopeptidasa es capaz

de escindir detras de los residuos glutamina/glutamato y asparagina/aspartato.

10. Una composicién enzimatica conforme a las reivindicaciones 8 6 9 en donde, cuando esta composicion se
afiade a una proteina adecuada, es capaz de producir un hidrolizado de proteinas de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5.

11. Un producto alimenticio o un pienso que comprende un hidrolizado de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5.

12. El uso de una composicién enzimatica conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 9 para reducir
la intolerancia a productos alimenticios ricos en prolina.

13. El uso de una composicién enzimatica conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 9 en alimentos
0 piensos o en la produccién de alimentos o piensos
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Fig.1
Comparacién de 1a especificidad de TPAP-A y TPAP-B utilizando sustratos A-A-X-
pMA, donde X es cualquiera de los aminoacidos naturales, a pH 4
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Fig.2
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