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DESCRIPCION
Endoproteasa especifica de prolina inmovilizada.

La presente invencidon se refiere a endoproteasa especifica de prolina inmovilizada y un proceso para preparar
cerveza en el que se usa la endoproteasa especifica de prolina inmovilizada.

Antecedentes

Las endoproteasas especificas de prolina son enzimas que pueden derivarse de bacterias y hongos, por ejemplo,
endoproteasa especifica de prolina procedente de Aspergillus niger como se describe en el documento
WQ02002/046381. Las endoproteasas especificas de prolina son capaces de escindir una proteina en lugares donde
la proteina contiene un residuo prolilo en su cadena. El documento W02002/046381 describe que dicha
endoproteasa especifica de prolina puede usarse para reducir la turbidez en una bebida tal como cerveza. La
turbidez en la cerveza consiste principalmente en agregados de proteina-polifenol. Para reducir la turbidez, la
endoproteasa especifica de prolina puede afnadirse al mosto de cerveza, durante la fermentacion o durante una fase
de estabilizacion de la cerveza.

El documento W0O2005/027953 describe que la endoproteasa especifica de prolina redujo los niveles de gluten en la
cerveza cuando se afiadié endoproteasa especifica de prolina durante la maceracién o fermentacion de la cerveza.

Para ser capaces de reutilizar la endoproteasa especifica de prolina en por ejemplo un proceso de produccién de
cerveza, se sugeria en el documento W02003/104382 inmovilizar la enzima y minimizar el riesgo de que la enzima
permanezca presente en el producto final.

La inmovilizacién de enzimas se conoce desde hace décadas (véase “Immobilization of Enzyme and Cells”, segunda
edicion, editado por José M. Guisan, 2006, Humana Press Inc.). Los procedimientos mas comunes de inmovilizacién
de enzimas son el acoplamiento covalente, atrapamiento, micro-encapsulado y reticulado.

Sin embargo, no se ha descrito una inmovilizacién adecuada para la endoproteasa especifica de prolina en la que la
enzima permanezca activa en sustratos parcialmente o enteramente insolubles, tales como agregados de proteina-
polifenol que forman turbidez en la cerveza, o gluten.

El objetivo de la presente invencion es una endoproteasa especifica de prolina inmovilizada que sea suficientemente
activa en sustratos insolubles.

Compendio

La presente descripcion se refiere a una endoproteasa inmovilizada especifica de prolina inmovilizada mediante
reticulado o un vehiculo que comprende metacrilato aminofuncionalizado que tiene un intervalo de tamafno de
particula de 100 a 400 um. Sorprendentemente, se encontré que una endoproteasa especifica de prolina
inmovilizada como se describe en la presente memoria no solo permanecié su actividad enzimatica en un sustrato
grande tal como gluten, sino que también mostr6 una mayor actividad relativa a una menor temperatura en
comparacion con la actividad relativa de la enzima libre a esta menor temperatura.

La presente descripcién también se refiere a un proceso para producir endoproteasa especifica de prolina
inmovilizada, que comprende activar el grupo amino en un vehiculo de metacrilato funcionalizado con dimetileno con
un agente de reticulado bifuncional, inmovilizar la endoproteasa especifica de prolina en el vehiculo de metacrilato
amino-funcionalizado a una relacién enzima: vehiculo de 0,01 — 0,07 p/p, y producir la endoproteasa especifica de
prolina inmovilizada.

La presente descripcion también se refiere a un proceso para producir cerveza, que comprende preparar un
macerado, fermentar la cerveza, y estabilizar la cerveza, en el que la cerveza se incuba con endoproteasa especifica
de prolina inmovilizada.

Descripcion detallada

Se describe en esta memoria una endoproteasa inmovilizada especifica de prolina inmovilizada por reticulado en un
vehiculo que comprende polimero de metacrilato amino-funcionalizado. Preferiblemente la endoproteasa especifica
de prolina inmovilizada tiene un intervalo de tamafio de particula de 100 a 400 um. Preferiblemente, el vehiculo que
comprende polimero de metacrilato amino-funcionalizado puede tener un intervalo de tamaro de particula de entre
150 a 350 um. Preferiblemente, el polimero de metacrilato se ha amino-funcionalizado con dimetileno.

De forma ventajosa una endoproteasa especifica de prolina inmovilizada como se describe en la presente memoria
esta inmovilizada en un vehiculo que tiene una distribucion de tamario de poro d50 de 1500 — 2100 A, por ejemplo,
una distribucién de tamaro de poro d50 de 1600 a 2000 A. La distribucion de tamafo de poro d50 es un término
conocido para un experto en la técnica, y se define como el valor del diametro de poro al 50% en la distribucién
acumulativa.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2693776 T3

Normalmente, el vehiculo de metacrilato amino-funcionalizado para inmovilizar endoproteasa especifica de prolina
tiene un area superficial mayor que 40 m2/g, tal como mayor que 45 m2/g, o mayor que 50 m“/g. El vehiculo de
metacrilato para inmovilizar endoproteasa especifica de prolina normalmente tiene una retencién de humedad de 58
a 70%, tal como 60 a 68%, 0 62 a 66%. La retencion de humedad se define en la presente memoria como la relacién
entre el peso del vehiculo completamente hidratado y el peso del vehiculo completamente seco.

Sorprendentemente, se encontré que una endoproteasa especifica de prolina inmovilizada en un vehiculo como se
describe en la presente memoria permanece no solo activa en sustratos agregados poliméricos grandes y/o de
proteina-polifenol tal como turbidez, por ejemplo, turbidez de cerveza, sino que fue capaz también de hidrolizar
gluten, tal como gluten de cebada. Una enzima que tiene actividad endoproteasa especifica de prolina que esta
inmovilizada en un vehiculo como se describe en la presente memoria puede ser cualquier enzima adecuada capaz
de escindir un péptido o proteina en los lugares donde la proteina o péptido contiene un residuo prolilo en su
cadena. Una endoproteasa especifica de prolina puede derivarse de un origen bacteriano o flngico, tal como del
género Flavobacterium, Sphingomonas, Aeromonas, Xanthomonas, Bacteroides, Aspergillus o Penicillium, por
ejemplo, de Flavobacterium meningosepticum, Sphingomonas capsulata, Aspergillus niger o Penicillium
chrysogenum. Una endoproteasa especifica de prolina como se describe en la presente memoria pertenece a la
clasificacion enzimatica EC 3.4.21.26. Una endoproteasa especifica de prolina es preferiblemente una enzima que
hidroliza un enlace peptidico en el extremo carboxi terminal de los residuos de prolina, dando por resultado un
péptido y/o fragmento de polipéptido con una prolina C terminal.

La expresién inmovilizada se usa en la presente memoria para indicar que una enzima esta unida a un vehiculo, tal
como un vehiculo de metacrilato. La inmovilizacién de una enzima puede conseguirse reticulando la enzima en o al
vehiculo, que se conoce por un experto en la técnica (véase “Immobilization of Enzyme and Cells”, Segunda edicion,
editado por José M. Guisan, 2006, Humana Press Inc.).

La presente descripcidon proporciona una endoproteasa especifica de prolina inmovilizada mediante reticulado a un
vehiculo de metacrilato funcionalizado con dimetileno.

En una realizacién la presente descripcidn se refiere a un proceso para producir endoproteasa especifica de prolina
inmovilizada como se describe en la presente memoria, que comprende activar el grupo amino en un vehiculo de
metacrilato amino-funcionalizado con un agente de reticulado bifuncional, inmovilizar la endoproteasa especifica de
prolina en el vehiculo y producir la endoproteasa especifica de prolina inmovilizada.

Sorprendentemente, se encontré que usar un proceso para inmovilizar la endoproteasa especifica de prolina como
se describe en la presente memoria da por resultado una endoproteasa especifica de prolina inmovilizada que tiene
una mayor actividad relativa a una menor temperatura en comparacién con la actividad relativa de la enzima libre.

El vehiculo de metacrilato puede estar amino funcionalizado con un espaciador de dimetileno.

La activacion del grupo amino en metacrilato amino-funcionalizado mediante un agente de reticulado bifuncional da
por resultado la inmovilizacion de la enzima al vehiculo. Preferiblemente, el agente de reticulado es glutaraldehido.
La activacién del grupo amino con glutaraldehido puede realizarse de cualquier forma adecuada que se conozca por
un experto en la técnica.

Durante el proceso para la inmovilizacion de la enzima al vehiculo, puede aplicarse cualquier relacion enzima:
vehiculo adecuada tal como una relacién de 0,01-0,07 p/p, o una relacién enzima: vehiculo de 0,02 a 0,06 p/p, 0 una
relacién enzima: vehiculo de 0,03 a 0,05 p/p. Se encontrd que a la relacién enzima: vehiculo indicada en un proceso
para la inmovilizacion como se describe en la presente memoria se obtuvo una endoproteasa especifica de prolina
inmovilizada en un vehiculo de metacrilato con actividad comparable como la enzima libre.

Preferiblemente, un proceso para inmovilizar endoproteasa especifica de prolina como se describe en la presente
memoria se realiza a temperatura de 10 a 50°C, tal como entre 15 a 40°C, tal como a una temperatura de entre 20 y
30°C.

Un proceso para inmovilizar endoproteasa especifica de prolina como se describe en la presente memoria puede
realizarse a cualquier pH adecuado, tal como un pH de entre 6 a 8, o un pH entre 6,5y 7,5. Puede usarse cualquier
tampon para mantener el pH a un nivel deseable, por ejemplo, un tampo6n que tiene una concentracion de sal de
entre 20 y 150 mM, o entre 40 y 120 mM, o entre 60 y 100 mM, tal como entre 70 y 90 mM. Un tampo6n adecuado
puede ser por ejemplo un tampodn fosfato.

Un proceso para inmovilizar endoproteasa especifica de prolina como se describe en la presente memoria puede
realizarse durante 4 a 48 h, tal como entre 8 y 36 h, o entre 10 y 24 h.

En una realizacién la presente descripcion se refiere al uso de una endoproteasa especifica de prolina inmovilizada
como se describe en la presente memoria para la hidrélisis de gluten, tal como gluten de cebada.

El gluten es un grupo de proteinas ricas en prolina y glutamina que se encuentra en el trigo, centeno, cebada y
avena, que puede subdividirse en gluteninas y prolaminas. Solo la fraccién de prolamina del gluten da lugar a
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reacciones alérgicas a la gente intolerante al gluten, y/o a la gente que sufre de enfermedad celiaca. Las prolaminas
en los diferentes cereales estan indicadas normalmente como gliadina en trigo, hordeina en la cebada, secalina en el
centeno y avenina en las avenas. Para el propdsito de la presente descripcion la expresién gliadina puede usarse
para indicar la fraccion prolamina de todos los diferentes cereales.

En otra realizacion la presente descripcién se refiere a un proceso para producir cerveza que comprende preparar
un macerado, fermentar la cerveza y estabilizar la cerveza, en el que la cerveza se incuba con una endoproteasa
especifica de prolina inmovilizada como se describe en la presente memoria.

Cerveza se usa en la presente memoria para indicar un liquido durante cualquier etapa en el proceso de produccion
de cerveza. La cerveza puede ser o no ser un liquido listo para el consumo. La expresién cerveza también
comprende mosto de cerveza o cerveza verde.

Hay muchos procesos diferentes para producir cerveza, que se conocen por un experto en la técnica. Normalmente
un proceso de produccion de cerveza comprende moler y macerar los cereales, tal como cebada, y el macerado
resultante se filtra para dar mosto de cerveza. El mosto de cerveza se hierve entonces para inactivar todas las
actividades enzimaticas residuales y posteriormente el mosto de cerveza se inocula con levadura. Fermentar la
cerveza en un proceso segun a la presente descripcion comprende inocular el mosto de cerveza con levadura e
incubar la levadura en el mosto de cerveza para fermentar los aziucares disponibles en alcohol. Esta fermentacion se
denomina también la fermentacion primaria. La cerveza “verde” que resulta de esta fermentacién primaria adn
contiene algunas levaduras no depositada ademas de niveles relativamente altos de componentes aromaticos
indeseables, notablemente dicetonas, tales como aldehido de diacetilo y acetilo.

La fermentacién primaria se sigue por una fase de maduracion, también denominada la fermentacién secundaria.
Fermentar cerveza en un proceso como se describe en la presente memoria puede comprender una fermentacion
primaria y secundaria. La fase de maduracioén pretende convertir los componentes aromaticos indeseables tales
como dicetonas en componentes de mejor sabor.

Después de la maduracién, la cerveza se estabiliza. La fase de estabilizacion pretende promover la formacién de
agregados de polifenol-proteina y permite su precipitacion. Sorprendentemente se encontr6 que cuando la cerveza
se incubd con una endoproteasa especifica de prolina inmovilizada como se describe en la presente memoria la
formacion de agregados de polifenol-proteina se redujo o evit6. Ademas, se encontr6 que cuando la cerveza se
incubé con una endoproteasa especifica de prolina inmovilizada como se describe en la presente memoria, el
contenido en gluten (gliadina) en la cerveza se redujo.

Por consiguiente, en una realizaciéon la presente descripcion se refiere a un proceso para reducir el gluten en la
cerveza, que comprende incubar cerveza con una endoproteasa especifica de prolina inmovilizada, en el que la
endoproteasa especifica de prolina inmovilizada hidroliza al menos parte del gluten presente en la cerveza, y reduce
el gluten en la cerveza. Por consiguiente, incubar endoproteasa especifica de prolina inmovilizada en un proceso
para producir cerveza comprende hidrolizar gluten.

Incubar cerveza con una endoproteasa especifica de prolina inmovilizada puede realizarse en cualquier fase
adecuada durante un proceso de produccién de cerveza. Preferiblemente, incubar cerveza con endoproteasa
especifica de prolina inmovilizada se realiza durante una fase en la que la cerveza es un liquido claro. Por ejemplo,
un proceso para producir cerveza comprende incubar endoproteasa especifica de prolina inmovilizada durante o
después de la fase de estabilizacion. Sin embargo, la endoproteasa especifica de prolina inmovilizada puede
anadirse también durante cualquier otra fase en el proceso de elaboracién de cerveza y evitar o reducir la formacién
de turbidez, y/o hidrolizar gluten en fragmentos no téxicos. Como se usa en la presente memoria, hidrolizar gluten en
fragmentos no tdxicos, significa que la fraccién de gliadina de gluten se hidroliza.

Preferiblemente, incubar una endoproteasa especifica de prolina inmovilizada en un proceso para producir cerveza
se realiza a una temperatura de entre -1 y 20°C, tal como una temperatura de entre 0 y 15°C, o una temperatura de
entre 1y 10°C, o una temperatura de entre 2 y 8°C. Sorprendentemente, se encontr6é que la endoproteasa especifica
de prolina inmovilizada fue capaz de hidrolizar gluten y reducir la turbidez en la cerveza a estas bajas temperaturas.

Incubar cerveza con una endoproteasa especifica de prolina inmovilizada puede realizarse en modo de lotes o en
modo continuo. Cuando se incuba endoproteasa especifica de prolina se realiza en modo continuo, la endoproteasa
especifica de prolina inmovilizada puede empaquetarse en una columna que retiene la endoproteasa especifica de
prolina inmovilizada y permite a la cerveza fluir a través de la columna. Una columna adecuada puede comprender
una criba en la parte superior y en la parte inferior de la columna. Dependiendo de la cantidad de material insoluble
en la cerveza, la endoproteasa especifica de prolina inmovilizada puede empaquetarse en una columna de lecho
fluidizado o una columna de lecho empaquetado. La preparacion de dicha columna se conoce por un experto en la
técnica. Preferiblemente, la cerveza es un liquido claro cuando se pone en contacto con la endoproteasa especifica
de prolina inmovilizada.

Después de la estabilizacion la cerveza puede envasarse en una botella, lata o un barril. En otra realizacion la
presente descripcion se refiere al uso de una endoproteasa especifica de prolina inmovilizada para la hidrélisis del
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gluten. Preferiblemente, la endoproteasa especifica de prolina inmovilizada se usa en un proceso para producir
cerveza.

Figuras

Figura 1. Actividad de enzima de EndoPro inmovilizada en diferentes vehiculos determinada con sustrato Ac-AAP-
pNA. La actividad de la enzima se determina como el aumento de absorbancia a 405 nm en el tiempo (DO 405
nm/min).

Figura 2. Reduccion de gliadina en el mosto de cerveza usando EndoPro inmovilizada y no inmovilizada.

Figura 3. Actividad relativa de EndoPro inmovilizada y no inmovilizada a 4°C en comparacion con la actividad a 40°C
(temperatura 6ptima).

Ejemplos
Materiales y métodos
Endoproteasa especifica de prolina (EndoPro)

Endoproteasa especifica de prolina de Aspergillus niger (EndoPro), se produjo fermentando una cepa de A. niger
que contenia el gen que codifica la endoproteasa especifica de prolina (Gl: 21725363; nim. de acceso de proteina:
AX458699) por métodos conocidos en la técnica. El caldo de fermentacion obtenido después de la fermentacién de
una cepa de Aspergillus niger se sometié adicionalmente a ultrafiltracién. La actividad especifica de prolilo en la
muestra de EndoPro final fue 12,4 PPU/ml, y se determiné usando una N-carbobenzoxi-glicina-prolina-p-nitroanilida
(Z-Gly-Pro-pNA) 2 mM en &cido citrico 0,1 M/tampoén de fosfato disédico 0,2 M pH 4,6, que contenia 40% de
dioxano.

A 1 ml de este tampén a pH 4,6, se anadieron 250 pl de la disolucion de sustrato seguido por 100 pl de la disolucién
de enzima. La mezcla de reaccion se incubd a 37°C y la liberacién de pNA liberada se midié de forma
espectrofotométrica a 405 nm usando un espectrofotémetro Tecan Genios. La actividad se expresa en Unidades de
Proteasa de Prolina (PPU). Una PPU se define como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 pmol de pNA
desde Z-Gly-Pro-pNA en 1 minuto bajo las condiciones de ensayo descritas. Para calcular las concentraciones se
us6 un coeficiente de extincion molar de 10500 M'cm™.

La concentracién de proteina se estimé que era 146 mg/g determinada usando el método Kjeldahl.
Vehiculos de enzima

Los vehiculos de enzima ECR Purolite se usaron para la inmovilizacion de EndoPro. Las propiedades principales de
los vehiculos se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades del vehiculo Purolite®

Nombre del Retencién de | Intervalo de Area d50, Mesoy | Espaciador
vehiculo humedad (%) | tamafo de superficial macrosporas (A)

particula (um) (m2/g)
Purolite® 58-62 150-300 >70 850-1200 dimetileno (C2)
ECR8310
Purolite® 62-66 150-300 >50 1600-2000 dimetileno (C2)
ECR8319
Purolite® 61-65 150-300 >50 1600-2200 hexametileno (C6)
ECR8417
Purolite® 60-66 150-300 >60 1200-1800 epoxi
ECR8214

Determinacion de nitrogeno total de determinacién

El nitrdgeno total (N) de la muestra se determiné usando el método Kjeldahl (Bradstreet, Raymond B. “The Kjeldahl
method for organic nitrogen.” (1965). Las perlas con la enzima inmovilizada se secaron antes de la medida usando el
Mettler Tolodo HB43-S (Halogen). La proteina se calcul6 usando un factor de conversion de 6,25*N.

Determinacion del contenido de gliadina en el mosto de cerveza

El contenido de gliadina se determin6 como una medida para el contenido de gluten. La deteccion analitica de
gliadinas en el mosto de cerveza se determind con el kit ELISA competitivo con Gliadina RIDASCREEN® (R-
Biopharm) segun las instrucciones del fabricante. Este método se basa en el anticuerpo R5 (Méndez), que se
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recomienda por el Codex Alimentarius (CODEX STAN 118-1979). El limite de cuantificacion es 5 ppm de gliadina (=
10 ppm de gluten).

Generalmente, el contenido de gliadina puede convertirse en gluten multiplicando el contenido de gliadina con un
factor 2. Sin embargo, este valor no es absoluto ya que la fraccién de gliadina con respecto al gluten puede variar en
la materia prima (Diaz-Amigo y Popping, Journal of AOAC International, Vol. 95, nim. 2, 2012).

Determinacion del contenido de gliadina en cerveza

La deteccion analitica de gliadina en cerveza se determind con el kit de gliadina RIDA®QUICK (R-Biopharm) segin
las instrucciones del fabricante. Este método se basa en el anticuerpo R5 (Méndez), que se recomienda por el
Codex Alimentarius (CODEX STAN 118-1979). El limite de deteccién es 2,5 ppm de gliadina (= 5 ppm de gluten).

Ejemplo 1. Inmovilizacién de EndoPro en diferentes vehiculos Purolite®

Antes de la inmovilizacién de EndoPro, los vehiculos Purolite® ECR8310, -8319 y -8417 se pre-activaron con
glutaraldehido al 2% (v/v) en tampén K-fosfato 0,02M, pH 8,0 durante 1 h, seguido por lavado 3 veces del
glutaraldehido no reaccionado con el mismo tampdn. El vehiculo ECR8214 Purolite no necesitdé ninguna activacion.
Las perlas de ECR8214 solo se lavaron 3 veces con el mismo tampoén y se usaron como tal. Finalmente, las perlas
se filtraron usando un filtro de vidrio y las perlas semi-secas se almacenaron hasta el uso. Para la inmovilizacién, las
perlas se mezclaron con tampdn a una relacion perlas/tampéon de 1:10 (p/v) y se afiadié EndoPro soluble a la mezcla
de perlas/tamp6n a una carga enzimatica como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de inmovilizacion. Se us6 tampén de fosfato de potasio.

Nombre del vehiculo Carga Molaridad del pH del tampon
enzimatica tampon (mM)
(mg/g de
vehiculo)

Purolite® ECR8310 80 35 5,8

Purolite® ECR8319 50 84 7

Purolite® ECR8417 50 84 7

Purolite® ECR8214 21 35 5,8

Después de agitaciéon continua toda la noche a temperatura ambiente, las perlas se lavaron 3 veces con NaOAc
0,1M, pH 5,0. Finalmente, las perlas que contienen EndoPro inmovilizada se suspendieron en el mismo tampén y se
almacenaron a 4°C.

Ejemplo 2. Actividad enzimatica de EndoPro inmovilizada en 4 vehiculos Purolite diferentes

La actividad de EndoPro se determin6 como DO405 nm/min usando acetato-alanina-alanina-prolina-p-nitroanilina
(Ac-AAP-pNA) como sustrato. La cantidad de p-nitroanilina (pNA) liberada formada en el tiempo es una medida de la
actividad de EndoPro y se determind de forma espectrofotométrica a 405 nm usando un espectrofotémetro Tecan
GENios.

La EndoPro no inmovilizada o inmovilizada inmovilizada en uno de los 4 vehiculos Purolite® se afiadi6 a NaOAc
0,1M, pH 5,0, en una placa de microvaloracion. Antes de la adiciéon de las reservas de Ac-APP-pNA 3 mM
(concentracién final) en NaOAc 0,1M, pH 5,0, la enzima se incubd a 40°C durante 5 min. La medida cinética se
comenzod y la actividad se calculé a partir de la pendiente de la curva. La actividad de la enzima se determina como
el aumento de absorbancia a 405 nm en el tiempo (DO 405 nm/min) como un resultado de pNA liberada desde el
sustrato Ac-AAP-pNA.

La Figura 1 demuestra que la Endopro inmovilizada en vehiculos Purolite® ECR8310, -8319 y -8417 mostraron
actividad. No se detectd actividad con la EndoPro inmovilizada en el vehiculo Purolite® ECR8214. Por lo tanto, no se
realizé un estudio adicional de este preparado particular.

Ejemplo 3. Eliminacion de gliadina del mosto de cerveza usando EndoPro inmovilizada

Para probar si la EndoPro inmovilizada en vehiculos Purolite® ECR8310, -8319 y -8417 era activa también en
gluten, se anadieron 0,05 mg de enzima, EndoPro inmovilizada y libre (control), respectivamente, a 10 ml de mosto
de cerveza (Research Brewery St. Johann, Train-St. Johann, Alemania; nimero de lote: 4/2013) en un tubo de
reacciéon de 15 ml.

Las mezclas se agitaron toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, el contenido en gluten en el mosto
de cerveza se determind mediante el proceso como se describe en los métodos. Los resultados en la Figura 2
muestran el contenido de gliadina residual en el mosto de cerveza.
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Se encontrd que la EndoPro inmovilizada tenia la mejor actividad hacia el sustrato de proteina grande cuando se
inmoviliza en vehiculo Purolite® ECR8319 inmovilizado segun el proceso como se describe en el Ejemplo 1. En
comparacion, cuando se inmoviliza en el mismo vehiculo bajo condiciones diferentes (pH 8,2, molaridad 35 mM,
carga enzimatica 80 mg/g de vehiculo) solo se obtuvo aproximadamente la mitad de la actividad hacia el gluten (no
se muestran datos).

Ejemplo 4. Actividad relativa de EndoPro inmovilizada y libre a 4°C en comparacién con 40°C

Para la determinacion de la actividad relativa a 4°C en comparacion con la actividad a 40°C la enzima EndoPro
Purolite® ECR8319 no inmovilizada e inmovilizada (preparacion de inmovilizada como se describe anteriormente) se
anadié a NaOAc 0,1M, pH 5,0 que comprende Ac-AAP-pNA 3 mM en un volumen total de 1 ml. Las mezclas de
reaccion se agitaron a 900 rpm en un mezclador termo-regulado (Eppendorf). Se tomdé una muestra de
sobrenadante cada minuto y la reaccién se paré con HCI 0,5M (relacion muestra/HCI de 50/1 (v/v)). La absorbancia
a 405 nm se midié usando el espectrofotometro Tecan GENios. Las pendientes (DO 405 nm/min) a 4°C se
compararon con las pendientes a la temperatura de actividad 6ptima de 40°C. La actividad absoluta de Endopro
inmovilizada fue 0,53 y 1,85 DO 405 nm/min y de Endopro no inmovilizada 0,06 y 0,65 DO 405 nm/min a 4°C y 40°C,
respectivamente. La actividad a 40°C se ajusté a 100%.

La Figura 3 muestra que la actividad relativa de EndoPro inmovilizada a 4°C es 3 veces mayor que la actividad
relativa de la EndoPro no inmovilizada.

Ejemplo 5. Conversion de gliadina en cerveza mediante la EndoPro inmovilizada a 4 y 15°C

Tres volumenes diferentes (Tabla 3) de la EndoPro inmovilizada inmovilizada en preparacion de Purolite® ECR8319
como se describe en el Ejemplo 1, se pipetearon en 50 ml de cerveza (Research Brewery St. Johann, Train-St.
Johann, Alemania; nimero de lote: 42/2012). Las mezclas se incubaron a 4°C y 15°C, respectivamente, en un
mezclador de rodillo. Se tomaron muestras de 1 ml de cerveza después de 0,5, 1, 19 y 24 h. La gliadina residual en
las muestras se determind por el proceso como se describe en los métodos. Los resultados se representan en la
Tabla 3 y muestran la reduccion de gliadina en la cerveza. En general, la EndoPro inmovilizada es capaz de
degradar la gliadina en cerveza a una temperatura de 4°C en el mismo grado o similar que a 15°C. Después de 24
horas, la gliadina se degradé en todas las muestras a un limite indetectable (LOD 2,5 ppm). Usando mayores dosis
de EndoPro inmovilizada (10 ml), la gliadina podria degradarse a un limite indetectable incluso después de 1 hora de
la incubacion.

Tabla 3. Eliminacion de gliadina dependiente de tiempo-, dosis- y temperatura de la cerveza mediante EndoPro
inmovilizada. La concentracion de gliadina residual se indica como sigue: (+++) >>2,5 ppm de gliadina, (++) >2,5
ppm, (+) 2,5 ppm, (-)-sin gliadina.

4°C 15°C
Tiempo (h) 05 | 1 | 19 | 24 05 | 1 | 19 | 24
Enzima (ml)
0,25 +++ +++ + - +++ +++ - -
2,5 ++ ++ - - ++ + - -
10 + - - - - - - -
Conclusién

Los resultados mostrados en los Ejemplos 1 a 5 muestran que la endoproteasa especifica para prolina inmovilizada
segun la presente invencion puede convertir un sustrato complejo tal como gluten.
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REIVINDICACIONES

1. Una endoproteasa especifica de prolina inmovilizada, en donde la endoproteasa especifica de prolina se
inmoviliza reticulando a un vehiculo de metacrilato funcionalizado con dimetileno.

2. La endoproteasa especifica de prolina inmovilizada segun la reivindicacion 1, en donde el vehiculo tiene un
intervalo de tamano de particula de 100 a 400 pum.

3. La endoproteasa especifica de prolina inmovilizada segun la reivindicacion 1 o 2, en donde el vehiculo tiene una
distribucion de tamafo de poro d50 de 1500-2100 A.

4. La endoproteasa especifica de prolina inmovilizada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde
la endoproteasa especifica de prolina es de Aspergillus, preferiblemente Aspergillus niger.

5. Un proceso para producir endoproteasa especifica de prolina inmovilizada segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, que comprende activar el grupo amino en un vehiculo de metacrilato funcionalizado con
dimetileno, con un agente de reticulado bifuncional, e inmovilizar la endoproteasa especifica de prolina en el
vehiculo.

6. El proceso segun la reivindicacion 5, en donde la endoproteasa especifica de prolina se inmoviliza en el vehiculo
a una relacion enzima: vehiculo de 0,01 — 0,07 p/p.

7. El proceso segun la reivindicacion 5 o 6, en donde el agente de reticulado bifuncional es glutaraldehido.

8. El proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en donde la inmovilizaciéon se realiza a una
temperatura de entre 10 a 50°C.

9. El proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en donde la inmovilizacién se realiza a un pH de 6
as.

10. El proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, en donde la inmovilizacion se realiza entre 4 a 48
horas.

11. Un proceso para producir cerveza que comprende las etapas de
a. preparar un macerado,

b. fermentar la cerveza, y

c. estabilizar la cerveza,

en donde la cerveza se incuba con la endoproteasa especifica de prolina inmovilizada segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

12. El proceso segun la reivindicacion 11, en donde la endoproteasa especifica de prolina inmovilizada se incuba
durante o después de la estabilizacion de la cerveza.

13. El proceso segun la reivindicacién 11 o 12, en donde dicha incubacion se realiza a una temperatura de entre 0 y
20°C.

14. El proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en donde dicha incubacién comprende la
hidrélisis de gluten.

15. El uso de una endoproteasa especifica de prolina inmovilizada segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4 para la hidrolisis de gluten en fragmentos no téxicos.
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