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DESCRIPCION
Método para producir una composicion que contiene el macropéptido de caseina
Campo de la invencion

La presente invencion hace referencia a un método para producir composiciones que contienen el macropéptido de
caseina (MPC) con un alto rendimiento y que tienen muy poca cantidad de fenilalanina (Phe). Mas especificamente,
el método implica someter un alimento derivado de lactosuero a una combinacion de ultrafiltracion seguida de
cromatografia de intercambio de cationes.

Antecedentes

El MPC es un péptido muy heterogéneo debido a una serie de patrones de glucosilacion y diferentes grados de
glucosilaciones con galactosamina, galactosa y acido o-sialico. Por esta razon, el MPC no tiene una unica carga,
sino que en realidad existe una distribucién de cargas.

El MPC es un péptido unico que se produce de forma natural y que no contiene Phe. EI MPC se forma, p. €j.,
durante la fabricacién del queso, cuando la quimosina escinde especificamente la caseina k entre los restos
aminoacidicos 105y 106. La paracaseina k (restos 1 a 105) se coagula, lo que forma la cuajada de queso, mientras
que el MPC (restos 106 a 169) permanece en el lactosuero. EI MPC es la tercera proteina mas abundante del
lactosuero endulzado, después de la lactoglobulina 3 (BLG) y de la lactalbumina a (ALA), y constituye del 15% al
25% de la proteina total del lactosuero. EI MPC esta presente a una concentracion de 1,2 a 1,5 g/l en el lactosuero.

La ausencia de Phe convierte al MPC en una fuente de proteinas interesante para las personas que padecen
fenilcetonuria (PKU).

En la técnica se han descrito con anterioridad varios intentos de aislar el MPC desde el lactosuero.

La patente de los EE. UU. n.° US 5.278.288 describe un método para producir el MPC, en donde una cuajada de
leche se somete a un intercambio de cationes y la fraccion que no se fija se somete posteriormente a una
ultrafiltracion a pH bajo, mediante la cual el MPC monomérico y otras impurezas quedan aisladas en el filtrado de
ultrafiltracion. El pH del filtrado resultante se ajusta finalmente a pH 7, lo que conduce a la formacion de oligdmeros
de MPC, y los oligbmeros de MPC se concentran por ultrafiliracion. El contenido de Phe de la composicion
resultante no se menciona en la patente de los EE. UU. n.° US 5.278.288.

La solicitud de patente internacional WO 99/18808 describe otro método para recuperar el MPC. Mas
especificamente, la solicitud de patente internacional WO 99/18808 describe un procedimiento en el cual el
lactosuero se somete a dos etapas de intercambio de iones de polaridad opuesta una detras de la otra. La patente
de los EE. UU. US 5.278.288 mencionada mas arriba se explica en el apartado Antecedentes de la solicitud de
patente internacional WO 99/18808, y aqui se menciona que la recuperacion del MPC segun el método de la patente
de los EE. UU. US 5.278.288 es antiecondmicamente bajo.

La solicitud de patente internacional WO 98/14071 describe un método para producir composiciones de MPC. Este
método implica someter el lactosuero a un procedimiento de intercambio de aniones y posteriormente a un segundo
procedimiento de intercambio de iones que puede ser un procedimiento de intercambio de cationes o aniones. Se
dice que la composicién de MPC resultante tiene un contenido de Phe de como mucho el 0,5% (p/p) respecto a la
cantidad total de aminoacidos determinada después de la hidrdlisis de proteinas mediante el acido clorhidrico.

Yue Xu et al. («Separation of bovine immunoglobulin G and glycomacropeptide from dairy whey», Process
Biochemistry, 36, 1 de enero de 2000, paginas 393-399) describen un método para aislar la inmunoglobulina G
bovina y el glucomacropéptido (GMP) del lactosuero con caseina mediante el intercambio de aniones con el uso de
una resina de intercambio de aniones débil. EI GMP se fija a un intercambiador de cationes débil a pH 4,7 y se eluye
posteriormente.

Laclair et al. («Purification and Use of Glycomacropeptide for Nutritional Management of Phenylketonuria», Journal of
Food Science, vol. 74, n.° 4, 2009, paginas E199-E206) describen un procedimiento para la purificacion del
glucomacropéptido mediante el intercambio de cationes seguido de ultrafiltracion.

La solicitud de patente internacional WO 2012/012237 A1 describe otra estrategia para purificar el GMP del
lactosuero que incluye procedimientos de ultrafiltracion cargados que utilizan variaciones del pH para separar mas
las especies de proteinas. La solicitud de patente internacional WO 2012/012237 A1 describe que el GMP puede
separarse de la lactalbumina a y de la lactoglobulina B mediante la realizacion de la filtracién cargada a pH entre 3 y
4.

Compendio de la invencion
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A diferencia de lo que se sabe en general en la técnica (véase, p. €j., la solicitud de patente internacional WO
99/18808, pagina 2), los presentes inventores han descubierto que la combinacion de ultrafiltracion e intercambio de
cationes puede conducir a un procedimiento econémico de separacion del MPC de los alimentos derivados del
lactosuero. Sin embargo, esto requiere que la etapa de ultrafiltracion se realice antes de la etapa de intercambio de
cationes, y no como en la patente de los EE. UU. n.° 5.278.288 que describe una etapa de intercambio de cationes
seguida por una etapa de ultrafiltracion.

Mediante el uso de la presente invencion, el MPC se puede aislar de forma barata con un rendimiento muy alto y con
muy poca cantidad de Phe.

Asi pues, un aspecto de la invencién hace referencia a un método para producir una composicion que contiene el
macropéptido de caseina que tiene muy poca cantidad de fenilalanina, en donde el método comprende las etapas de

a) proporcionar un alimento derivado del lactosuero que comprende el macropéptido de caseina (MPC) y al
menos una proteina mas, en donde dicho alimento derivado del lactosuero tiene un pH de a lo sumo 4,

b) someter dicho alimento derivado del lactosuero a ultrafiltracion (UF) mediante un filtro para ultrafiltracion
que permite el paso del MPC monomeérico, con lo que se proporciona un filirado de UF y un retenido de UF,
en donde dicho filtrado de UF esta enriquecido con respecto al MPC,

c) poner en contacto una primera composicion derivada de dicho filtrado de UF con un material de intercambio
de cationes, y

d) recoger la fraccién de la primera composicidon que no esta fijada al material de intercambio de cationes, con
lo que se obtiene la composiciéon que contiene el MPC.

En el contexto de la presente invencion, la terminologia «macropéptido de caseina» o «MPC» hace referencia al
péptido que puede, p. €j., liberarse de la caseina K tras la exposicién a la quimosina, p. €j., durante la fabricacion del
queso. La terminologia MPC engloba tanto las formas glucosiladas del MPC como las que no estan glucosiladas. En
la bibliografia cientifica, el MPC a veces también se denomina glucomacropéptido de caseina (cGMP) o
glucomacropéptido (GMP).

A pH bajo, el MPC existe como moléculas de MPC individuales, también denominado un «MPC monomérico». A pH
mas alto, las moléculas de MPC individuales comienzan a agregarse, lo que forma dimeros de MPC (un complejo de
dos moléculas de MPC individuales) u oligdmeros de MPC (complejos de mas de dos moléculas de MPC
individuales).

En el contexto de la presente invencion, una composicion que tiene poca cantidad de fenilalanina (Phe) contiene
como mucho el 0,5% (p/p) de Phe con respecto a la cantidad total de proteinas de la composicién. Tal y como se
describe en la presente memoria, se prefiere incluso una cantidad aun menor de Phe. El contenido de Phe de una
composicion se determina de acuerdo con la ISO 13903:2005 (Productos para alimentacion animal. Determinacion
del contenido de aminoacidos).

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 es una ilustracién esquematica de una realizacion de la invencion en la que el filtrado de UF (3) se utiliza
como la primera composicion.

La figura 2 es una ilustracién esquematica de una realizacion de la invencion en la que el filtrado de UF (3) se utiliza
como la primera composicién y en donde el retenido de UF (2) se diluye con agua (5) y se recicla como alimento (5)
para el sistema de ultrafiltracion.

La figura 3 es una ilustracion esquematica de una realizacién de la invencion en la que tres unidades de UF se
disponen de forma secuencial, filtrando primero el alimento derivado del lactosuero (1), luego el retenido de UF (2)
de la primera unidad de UF se diluye con agua (5) y, finalmente, el retenido de UF (2') de la segunda unidad de UF
también se diluye con agua (5). Los filtrados de UF de las tres unidades de UF (3, 3'y 3") se combinan y se utilizan
como la primera composicion.

Descripcion detallada de la invencién

Un aspecto de la invencién hace referencia a un método para producir una composicién que contiene el
macropéptido de caseina que tiene poca cantidad de fenilalanina, en donde el método comprende las etapas de

a) proporcionar un alimento derivado del lactosuero que comprende el macropéptido de caseina (MPC) y al
menos una proteina mas, en donde dicho alimento derivado del lactosuero tiene un pH de como mucho 4,

b) someter dicho alimento derivado del lactosuero a ultrafiltracion con un filtro para ultrafiltracion que permite
3
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el paso del MPC monomeérico, con lo que se proporciona un filirado de UF y un retenido de UF, en donde
dicho retenido esta enriquecido con respecto al MPC,

c) poner en contacto una primera composicion procedente de dicho filtrado de UF con un material de
intercambio de cationes, y

d) recoger la fraccidn de la primera composicion que no esta fijada al material de intercambio de cationes, con
lo que se obtiene la composiciéon que contiene el MPC.

El alimento derivado del lactosuero es el alimento liquido que se ha de someter a la ultrafiltracion. El alimento
derivado del lactosuero puede, por ejemplo, ser uno de los flujos de procesamiento que tipicamente se obtienen
durante el procesamiento del lactosuero.

En el contexto de la presente invencion, la terminologia «lactosuero» hace referencia a la fraccion liquida que se
obtiene cuando la caseina se coagula por la escisién enzimatica de la caseina y, en particular, de la caseina k, como
se produce, p. €j., durante la produccion de queso basado en el cuajo.

En un alimento derivado del lactosuero, al menos el 50% (p/p) de la proteina total procede del lactosuero. En
algunas realizaciones preferidas de la invencion, al menos el 90% (p/p) y con preferencia sustancialmente toda la
proteina total del alimento derivado del lactosuero procede del lactosuero.

El lactosuero es preferiblemente suero de leche de mamifero, tal como, p. €j., leche de humano, vaca, oveja, cabra,
bufala, camella, lama, yegua y/o cierva. En algunas realizaciones preferidas de la invencion, el alimento derivado del
lactosuero procede de leche bovina.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, el alimento derivado del lactosuero procede del lactosuero para
queso o de un concentrado del mismo. El alimento derivado del lactosuero puede, por ejemplo, consistir en
lactosuero para queso o un concentrado de proteinas del mismo.

En el contexto de la presente invencion, la terminologia «concentrado de proteinas» de un liquido hace referencia a
una composicion liquida o una composiciéon en polvo que contiene sustancialmente todas las proteinas del liquido
original, pero menos agua y opcionalmente también menos sal, glicidos y otras moléculas pequefias. Los
concentrados de proteinas pueden, p. e€j., prepararse por evaporacion o por ultrafiltracion con una membrana
permeable a las moléculas pequeias.

En algunas realizaciones de la invencion, el alimento derivado del lactosuero procede de un alimento con poca
lactoglobulina 8 o de un concentrado de proteinas del mismo.

En otras realizaciones preferidas de la invencion, el alimento derivado del lactosuero procede de lactosuero obtenido
de la caseina coagulada del cuajo o caseinato o un concentrado de los mismos. El alimento derivado del lactosuero
puede, por ejemplo, consistir en lactosuero de caseina coagulada del cuajo o caseinato o un concentrado de los
mismos. Tal lactosuero se obtiene, por ejemplo, durante la produccién del queso basada en el aislado de caseina
micelar en vez de la leche.

El contenido de MPC del alimento derivado del lactosuero podria variar y depende de qué alimento derivado del
lactosuero especifico se utiliza.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, el alimento derivado del lactosuero contiene una cantidad de
MPC de al menos el 1% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas. Por ejemplo, el alimento derivado del
lactosuero puede contener una cantidad de MPC de al menos el 5% (p/p) con respecto a la cantidad total de
proteinas. Preferiblemente, el alimento derivado del lactosuero contiene una cantidad de MPC de al menos el 10%
(p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas. El alimento derivado del lactosuero puede contener, p. €j., una
cantidad de MPC de al menos el 15% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas.

El alimento derivado del lactosuero podria contener, por ejemplo, una cantidad de MPC en el margen del 1% al 60%
(p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas. Por ejemplo, el alimento derivado del lactosuero puede contener
una cantidad de MPC en el margen del 5% al 50% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas.
Preferiblemente, el alimento derivado del lactosuero contiene una cantidad de MPC en el margen del 10% al 40%
(p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas. El alimento derivado del lactosuero puede contener, p. €j., una
cantidad de MPC en el margen del 15% al 30% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas.

La cantidad de MPC y la cantidad total de proteinas de una composicion, p. €j., un alimento derivado del lactosuero
o un producto relacionado, se determina preferiblemente como se describe en Thoma et al. (Thoma, C., Krause, I., y
Kulozik, U. (2006). «Precipitation behaviour of caseinomacropeptides and their simultaneous determination with
whey proteins by RP-HPLC». International Dairy Journal, 16, 285-293).
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Tal y como se ha dicho, el alimento derivado del lactosuero contiene al menos una proteina mas y tipicamente al
menos varias proteinas mas. Las proteinas adicionales normalmente comprenden proteinas que estan presentes
inherentemente en el lactosuero.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la al menos una proteina mas comprende al menos una
proteina seleccionada del grupo que consiste en inmunoglobulina G, inmunoglobulina M, seroalbimina bovina (SAB),
lactoglobulina B, lactalbumina a, caseina B, péptidos procedentes de la caseina, proteinas de la membrana de los
glébulos de grasa de la leche (MGGL) y una combinacion de las mismas.

Se debe advertir que, en el contexto de la presente invencion, la terminologia «péptidos procedentes de caseina» no
engloba el MPC incluso aunque el MPC también proceda de la caseina.

Por ejemplo, la al menos una proteina mas puede comprender al menos dos proteinas seleccionadas del grupo que
consiste en inmunoglobulina G, inmunoglobulina M, seroalbimina bovina (SAB), lactoglobulina 8, lactalbumina q,
caseina B, péptidos procedentes de la caseina, proteinas de la membrana de los glébulos de grasa de la leche
(MGGL) y una combinacion de las mismas.

El alimento derivado del lactosuero podria ademas contener otros componentes que normalmente se encuentran en
el lactosuero, tales como sales, grasa, lactosa y otros glucidos.

Por lo general, se prefiere que el alimento derivado del lactosuero contenga sdélo una cantidad pequefia de caseina 'y
con preferencia sustancialmente ninguna caseina en absoluto.

En algunas realizaciones de la invencion, el alimento derivado del lactosuero contiene una cantidad total de caseina
de como mucho el 3% (p/p) respecto a la cantidad total de proteinas.

Por ejemplo, el alimento derivado del lactosuero puede contener una cantidad de caseina de como mucho el 1% (p/p)
con respecto a la cantidad total de proteinas. Preferiblemente, el alimento derivado del lactosuero contiene una
cantidad de caseina de como mucho el 0,1% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas. El alimento derivado
del lactosuero puede, p. €j., contener una cantidad de caseina de como mucho el 0,01% (p/p) con respecto a la
cantidad total de proteinas.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, el alimento derivado del lactosuero contiene una cantidad total
de proteinas de al menos el 0,2% (p/p) con respecto al peso del alimento derivado del lactosuero. Por ejemplo, el
alimento derivado del lactosuero puede contener una cantidad total de proteinas de al menos el 0,8% (p/p) con
respecto al peso del alimento derivado del lactosuero. Preferiblemente, el alimento derivado del lactosuero contiene
una cantidad total de proteinas de al menos el 2% (p/p) con respecto al peso del alimento derivado del lactosuero. El
alimento derivado del lactosuero puede contener, por ejemplo, una cantidad total de proteinas de al menos el 5%
(p/p) con respecto al peso del alimento derivado del lactosuero.

En algunas realizaciones de la invencion, el alimento derivado del lactosuero contiene una cantidad total de
proteinas en el margen del 0,2% al 20% (p/p) con respecto al peso del alimento derivado del lactosuero. Por ejemplo,
el alimento derivado del lactosuero podria contener una cantidad total de proteinas en el margen del 0,8 al 15% (p/p)
con respecto al peso del alimento derivado del lactosuero. Preferiblemente, el alimento derivado del lactosuero
contiene una cantidad total de proteinas en el margen del 2% al 14% (p/p) con respecto al peso del alimento
derivado del lactosuero. El alimento derivado del lactosuero podria contener, por ejemplo, una cantidad total de
proteinas en el margen del 4 al 10% (p/p) con respecto al peso del alimento derivado del lactosuero, tal como, p. €j.,
en el margen del 4% al 8% (p/p).

Se prefiere que el alimento derivado del lactosuero tenga un pH que favorezca la disociacién de los complejos
oligoméricos de MPC en el MPC monomérico. El alimento derivado del lactosuero podria, por ejemplo, tener un pH
en el margen de pH de 1 a 4.

En algunas realizaciones de la invencion, el alimento derivado del lactosuero tiene un pH en el margen de 1,5 a 3,8.
Por ejemplo, el alimento derivado del lactosuero puede tener un pH en el margen de 2,0 a 3,6. El alimento derivado
del lactosuero puede, p. €j., tener un pH en el margen de 2,5 a 3,5, tal como, p. €j., en el margen de 2,8 a 3,2.

A menos que se mencione de otra manera, los valores de pH mencionados en la presente memoria se miden a
12 °C.

Tal y como se ha dicho, la etapa b) implica someter el alimento derivado del lactosuero a ultrafiltracion con un filtro
para ultrafiltracion que permite el paso del MPC monomérico, con lo que se proporciona un filtrado de UF
enriquecido con respecto al MPC, y un retenido de UF.

El filtrado de UF esta enriquecido con respecto al MPC en el sentido de que el porcentaje en peso del MPC con
respecto a la cantidad total de proteinas en el filtrado de UF es mas alto que el del alimento derivado del lactosuero.
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Puede ocurrir que la concentracion absoluta de MPC en el filtrado de UF sea mas bajo que la concentracion
absoluta del MPC en el alimento derivado del lactosuero, pero esto no es un problema mientras el filtro para
ultrafiltracion retenga un porcentaje mas grande de las otras proteinas que del MPC.

Algunos ejemplos de aplicacion del procedimiento de ultrafiltracion pueden encontrarse, por ejemplo, en la patente
europea EP 1 037 537 B1, que se incorpora en la presente memoria por referencia para todos los propésitos.

La etapa b) puede ademas implicar la denominada diafiltracion del retenido de UF inicial, para lavar mas MPC entre
el que permanece en el retenido. La diafiltracién implica diluir el retenido de UF inicial con un liquido que no contiene
sustancialmente ninguna proteina. Ejemplos utiles de tal liquido son, p. e€j., agua, filtrado de nanofiltracion del
lactosuero o de la leche, o filtrado de UF sin MPC del lactosuero o de la leche. Como alternativa, el liquido utilizado
para la dilucién puede ser un filtrado de ésmosis inversa. Los filtrados de osmosis inversa pueden obtenerse, p. €.,
de la ésmosis inversa de leche, lactosuero, filirados de UF de la leche o de filirados de UF del lactosuero y
principalmente comprende agua e iones monovalentes pequefios.

A continuacion, el liquido diluido se somete a ultrafiltracién en las mismas condiciones o unas condiciones similares
a las requeridas para la etapa de UF inicial con el uso del mismo filtro de UF o uno similar. Si fuera necesario, el pH
del retenido diluido se deberia ajustar a un pH de como mucho pH 4. La primera etapa de diafiltracion de UF da
lugar a la formacién de un primer filtrado de diafiliracion de UF y a un primer retenido de diafiltracion de UF.

Este procedimiento se puede repetir una o0 mas veces, cada vez con dilucién del retenido anterior, con un ajuste del
pH si fuera necesario, y a continuacion sometiendo el nuevo alimento a ultrafiltracion, lo que da lugar a la formacion
de mas filtrados de diafiltracion de UF enriquecidos en MPC y a otros retenidos de diafiltracion de UF con poco MPC.

El primero y los siguientes filtrados de diafiltracion de UF se combinan preferiblemente con el filtrado de UF inicial
para formar parte de la primera composicion.

El filtro para ultrafiltracion es el componente que es capaz de retener moléculas mas grandes en el lado del filtro por
el que se alimenta y que permite el paso de moléculas mas pequefias. El filtro para ultrafiltracion puede ser, por
ejemplo, una membrana delgada que contiene poros que tienen una distribucion especifica del tamario de los poros.

El filtro para ultrafiltracion se elige preferiblemente de tal modo que, durante la operacién, sea capaz de permitir el
paso del MPC monomérico a través del filiro y que sea capaz de retener la lactoglobulina B y preferiblemente
también otras proteinas parecidas del lactosuero. Como sabra el experto en la técnica, las caracteristicas de
separacion de un filtro para ultrafiliracion dependen de sus estructuras fisica y quimica, de las caracteristicas del
material de alimento, y de los parametros del procedimiento mediante el cual se realiza la ultrafiltracion.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, el filtro para ultrafiltracion tiene un umbral nominal de masa
molecular en el margen de 5 kDa a 300 kDa. Por ejemplo, el filtro para ultrafiltracién podria tener un umbral nominal
de masa molecular en el margen de 10 kDa a 150 kDa. Preferiblemente, el filiro para ultrafiltracion podria tener un
umbral nominal de masa molecular en el margen de 20 kDa a 100 kDa. El filtro para ultrafiltracion podria tener, p, €j.,
un umbral nominal de masa molecular en el margen de 30 kDa a 80 kDa, tal como p. ej., en el margen de 35 kDa a
60 kDa.

Por ejemplo, el filtro para ultrafiltracion podria tener un umbral nominal de masa molecular en el margen de 5 kDa a
100 kDa. Preferiblemente, el filtro para ultrafiltracién podria tener un umbral nominal de masa molecular en el
margen de 10 kDa a 70 kDa. El filtro para ultrafiltraciéon podria, p. €j., tener un umbral nominal de masa molecular en
el margen de 15 kDa a 50 kDa, tal como, p. €j., en el margen de 20 kDa a 40 kDa. Como alternativa, el filtro para
ultrafiltracion podria tener un umbral nominal de masa molecular en el margen de 10 kDa a 50 kDa.

El umbral nominal de masa molecular de un filtro para ultrafiltracién lo da a conocer tipicamente el fabricante del
filtro. El «xumbral nominal de masa molecular» se define como el soluto de masa molecular mas baja (en dalton) en el
cual el 90% del soluto queda retenido por el filtro. ElI «xumbral nominal de masa molecular» se determina de acuerdo
con el estandar de ASTM E 1343-90.

La ultrafiltracion podria, p. €j., realizarse con un sistema de ultrafiltracion que incluye un filtro dispuesto para la
filtracion de flujo cruzado. Ejemplos no limitantes de las disposiciones utiles del filtro son los sistemas de
ultrafiltracion enrollados en espiral, los sistemas de membrana con fibras huecas y los sistemas de membrana
tubulares.

En algunas realizaciones preferidas, el filiro para ultrafiltracion es una membrana de ultrafiltracion, y preferiblemente
una membrana polimérica. Como alternativa, la membrana podria ser una membrana metalica 0 una membrana
ceramica.

Mas ejemplos sobre los filtros de ultrafiltracion utiles se pueden encontrar en «Membrane filtration and related
molecular separation technologies», APV Systems, Nielsen W. K. (Ed.), Silkeborg Bogtrykkeri A/S (2003, ISBN
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8788016757-9788788016758.

La temperatura del alimento derivado del lactosuero durante la ultrafiltracion podria variar dentro de un margen
amplio, pero tipicamente se prefiere que la temperatura esté dentro del margen de 5 a 60 °C. Por ejemplo, la
temperatura del alimento derivado del lactosuero durante la ultrafiltracion podria estar en el margen de 6 a 40 °C,
preferiblemente en el margen de 7 a los 30 °C, e incluso mas preferiblemente en el margen de 8 a 20 °C.

En la actualidad es preferible mantener la temperatura del alimento derivado del lactosuero en el extremo mas bajo
de los margenes mencionados anteriormente. Asi pues, en algunas realizaciones preferidas de la invencion, la
temperatura del alimento derivado del lactosuero durante la ultrafiltracion esta en el margen de 5 a 20 °C,
preferiblemente en el margen de 7 a 16 °C, e incluso lo mas preferible en el margen de 8 a 12.

La presion utilizada durante la ultrafiltracion puede variar segun el tipo especifico y el disefio del filtro de UF que se
utiliza. Tipicamente, se utiliza una presion transfiltro de 0,2 a 10 bar. La presion transfiltro podria estar, p. €j., en el
margen de 1 a 8 bar. Como alternativa, la presion transfiltro podria estar, por ejemplo, en el margen de 2 a 6 bar. Por
ejemplo, la presion transfiltro podria estar en el margen de 3 a 5 bar, tal como, p. €j., aproximadamente 4 bar.

Se pueden encontrar mas detalles en cuanto a la implantacion practica y al funcionamiento de la ultrafiltracion en el
libro «Membrane filtration and related molecular separation technologies», APV Systems, Nielsen W. K. (Ed.),
Silkeborg Bogtrykkeri A/S (2003), ISBN 8788016757-9788788016758.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, el filtrado de UF contiene una cantidad total de MPC de al
menos el 55% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas. Por ejemplo, el filtrado de UF podria contener una
cantidad total de MPC de al menos el 60% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas. El filtrado de UF
podria contener, p. €j., una cantidad total de MPC de al menos el 65% (p/p) con respecto a la cantidad total de
proteinas.

El filtrado de UF tiene preferiblemente poca cantidad de agregados de proteinas. Los agregados proteicos tienen
una masa molecular mas alta y, asi pues, un coeficiente de difusion mas bajo que las moléculas de proteinas
individuales y, por lo tanto, son dificiles de retirar en la etapa de intercambio de cationes posterior que se utiliza para
fijar las proteinas que no son la MPC.

En el contexto de la presente invencion, la terminologia «agregados de proteinas» se refiere a particulas de
moléculas de proteinas agregadas, en donde dichas particulas tienen un diametro hidrodinamico medio tipico de al
menos 10 nm.

El contenido de los agregados proteicos del filtrado de UF se puede cuantificar mediante la medicién del nivel de
dispersion que los agregados proteicos ocasionan en la luz que tiene una longitud de onda de 500 nm. El nivel de
dispersion se determina con una configuracion normal para medir la absorbancia que incluye una cubeta estandar
de 1 cm.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, el filirado de UF tiene una absorbancia a 500 nm de como
mucho 0,1 UA (longitud recorrida de 1 cm). Por ejemplo, el filtrado de UF puede tener una absorbancia a 500 nm de
como mucho 0,05 UA. Preferiblemente, el filtrado de UF tiene una absorbancia a 500 nm de como mucho 0,01 UA.
Incluso mas preferiblemente, el filtrado de UF tiene una absorbancia a 500 nm de como mucho 0,001 UA.

Lo ideal es que el filtrado de UF no tenga una absorbancia detectable en absoluto a 500 nm.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, el filtrado de UF contiene como mucho el 1% (p/p) de
agregados proteicos con respecto a la cantidad total de proteinas del filtrado de UF. Por ejemplo, el filtrado de UF
podria contener como mucho el 0,1% (p/p) de agregados proteicos con respecto a la cantidad total de proteinas.
Preferiblemente, el filtrado de UF contiene como mucho el 0,01% (p/p) de agregados proteicos con respecto a la
cantidad total de proteinas. Incluso mas preferiblemente, el filtrado de UF contiene como mucho el 0,001% (p/p) de
agregados proteicos respecto a la cantidad total de proteinas del filtrado de UF.

Tal y como se ha dicho, la etapa c) implica poner en contacto una primera composicion procedente de dicho filtrado
de UF con un material de intercambio de cationes.

En el contexto de la presente invencion, la terminologia «primera composicién» se refiere al alimento que contiene el
MPC que se ha sometido al intercambio de cationes durante la etapa c). La primera composicion es preferiblemente
una composicién acuosa liquida. La primera composicion procede del filtrado de UF en el sentido de que al menos el
50% (p/p) del MPC de la primera composicién procede del filtrado de UF. Si la etapa b) ademas implica la
diafiltracion de UF del retenido de UF inicial, la primera composicion procede del filtrado de UF en el sentido de que
al menos el 50% (p/p) del MPC de la primera composicion se origina a partir del filtrado de UF inicial y uno o varios
filtrados de diafiltracion de UF posteriores.
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Por ejemplo, al menos el 75% (p/p) del MPC de la primera composicion se podria originar a partir del filtrado de UF y
cualquier otro filtrado de diafiltracion de UF. Preferiblemente, al menos el 90% (p/p) del MPC de la primera
composicion procede del filirado de UF y cualquier otro filtrado de diafiltracion de UF. Incluso mas preferiblemente, al
menos el 90% (p/p) del MPC de la primera composicion procede del filtrado de UF y cualquier otro filtrado de
diafiltracion de UF, tal como, p. €j., todos los MPC.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la primera composicion es el filtrado de UF.

Sin embargo, en otras realizaciones de la invencion, el filtrado de UF se podria someter a un procedimiento adicional
con varias etapas que conducen a la formacion de la primera composicion. Tales etapas adicionales del
procedimiento podrian, p. €j., implicar ajustes de temperatura, concentracion, ajustes de pH y/o mas fraccionamiento.

En algunas realizaciones de la invencion, la provision de la primera composicion implica ajustar el pH y concentrar el
filtrado de UF y cualquier otro filtrado de diafiltracion de UF.

En otras realizaciones de la invencion, la provision de la primera composicién implica concentrar el filtrado de UF, p.
ej., mezclado con cualquier otro filtrado de diafiltracion de UF y ajustar los filtrados combinados con respecto al pH y
a la conductividad.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la primera composicion contiene una cantidad total de MPC de
al menos el 55% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas. Por ejemplo, la primera composicion podria
contener una cantidad total de MPC de al menos el 60% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas. La
primera composicion podria, p. €j. contener una cantidad total de MPC de al menos el 65% (p/p) con respecto a la
cantidad total de proteinas.

La primera composicién podria, por ejemplo, contener una cantidad total de MPC en el margen del 55% al 95% (p/p)
con respecto a la cantidad total de proteinas. Por ejemplo, la primera composiciéon podria contener una cantidad total
de MPC en el margen del 60% al 90% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas. La primera composicion
podria, p. €j., contener una cantidad total de MPC en el margen del 65% al 80% (p/p) con respecto a la cantidad total
de proteinas.

Tal y como se ha dicho, la primera composicion contiene al menos una proteina mas y tipicamente al menos varias
proteinas mas. Las proteinas adicionales normalmente comprenden proteinas que inherentemente estan presentes
en el lactosuero.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la al menos una proteina adicional comprende al menos una
proteina seleccionada del grupo que consiste en inmunoglobulina G, inmunoglobulina M, seroalbimina bovina (SAB),
lactoglobulina B, lactalbumina a, caseina B, péptidos derivados de la caseina, proteinas de la membrana de los
glébulos de grasa de la leche (MGGL), y una combinacién de las mismas.

Por ejemplo, al menos una proteina adicional podria comprender al menos dos proteinas seleccionadas del grupo
que consiste en inmunoglobulina G, inmunoglobulina M, seroalbumina bovina (SAB), lactoglobulina B, lactalbumina a,
caseina f3, péptidos derivados de la caseina, proteinas de la membrana de los glébulos de grasa de la leche (MGGL),
y una combinacion de las mismas.

En algunas realizaciones de la invencion, al menos el 50% (p/p) de la cantidad total de las proteinas adicionales de
la primera composicion procede del filtrado de UF y cualquier otro filtrado de diafiltracion de UF. Por ejemplo, al
menos el 75% (p/p) de las proteinas adicionales de la primera composicion podria proceder del filtrado de UF y
cualquier otro filtrado de diafiltracién de UF. Preferiblemente, al menos el 90% (p/p) de las proteinas adicionales de
la primera composicion procede del filtrado de UF y cualquier otro filtrado de diafiltracion de UF. Incluso mas
preferiblemente, al menos el 90% (p/p) de las proteinas adicionales de la primera composicion procede del filtrado
de UF y cualquier otro filtrado de diafiltracion de UF, tal como, p. €j., todas las proteinas adicionales.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la primera composicion contiene una cantidad total de proteinas
adicionales de como mucho el 45% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas. Por ejemplo, la primera
composicion podria contener una cantidad total de proteinas adicionales de como mucho el 40% (p/p) con respecto
a la cantidad total de proteinas. La primera composicion podria, p. €j., contener una cantidad total de proteinas
adicionales de como mucho el 35% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas.

La primera composicion podria, por ejemplo, contener una cantidad total de proteinas adicionales en el margen del
5% al 45% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas. Por ejemplo, la primera composicién podria contener
una cantidad total de proteinas adicionales en el margen del 10% al 40% (p/p) con respecto a la cantidad total de
proteinas. La primera composicién podria, p. €j., contener una cantidad total de proteinas adicionales en el margen
del 20% al 35% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas.

La primera composicién puede ademas contener otros componentes que normalmente se encuentran en el
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lactosuero, tales como sales, grasa, lactosa y otros glucidos.

Por lo general, se prefiere que la primera composicion solo contenga pequefias cantidades de caseina y, con
preferencia, sustancialmente sin ninguna caseina en absoluto.

En algunas realizaciones de la invencion, la primera composicion contiene una cantidad total de caseina de como
mucho el 0,5% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas.

Por ejemplo, la primera composicion podria contener una cantidad de caseina de como mucho el 0,1% (p/p) con
respecto a la cantidad total de proteinas. Preferiblemente, la primera composicién contiene una cantidad de caseina
de como mucho el 0,01% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas. La primera composicién podria, p. €j.,
contener una cantidad de caseina de como mucho el 0,001% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la primera composicion contiene una cantidad total de proteinas
de al menos el 0,1% (p/p) con respecto al peso de la primera composicién. Por ejemplo, la primera composicion
podria contener una cantidad total de proteinas de al menos el 0,2% (p/p) con respecto al peso de la primera
composicion. Preferiblemente, la primera composicion contiene una cantidad total de proteinas de al menos el 0,5%
(p/p) con respecto al peso de la primera composicion. La primera composicién podria, por ejemplo, contener una
cantidad total de proteinas de al menos el 1% (p/p) con respecto al peso de la primera composicion.

En algunas realizaciones de la invencion, la primera composicion contiene una cantidad total de proteinas en el
margen del 0,1% al 20% (p/p) con respecto al peso de la primera composicion. Por ejemplo, la primera composicion
podria contener una cantidad total de proteinas en el margen del 0,2% al 15% (p/p) con respecto al peso de la
primera composicion. Preferiblemente, la primera composicién contiene una cantidad total de proteinas en el margen
del 0,5% al 10% (p/p) con respecto al peso de la primera composicién. La primera composicion podria, por ejemplo,
contener una cantidad total de proteinas en el margen del 1% al 5% (p/p) con respecto al peso de la primera
composicion, tal como, p. €j., en el margen del 1% al 2% (p/p).

De igual manera que el filtrado de UF, la primera composicion tiene preferiblemente poca cantidad de agregados de
proteinas.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la primera composicion tiene una absorbancia a 500 nm de
como mucho 0,1 UA (longitud recorrida de 1 cm). Por ejemplo, la primera composicién podria tener una absorbancia
a 500 nm de como mucho 0,05 UA. Preferiblemente, la primera composicion tiene una absorbancia a 500 nm de
como mucho 0,01 UA. Incluso mas preferiblemente, la primera composicién tiene una absorbancia a 500 nm de
como mucho 0,001 UA.

Lo ideal es que la primera composicion no tenga ninguna absorbancia detectable en absoluto a 500 nm.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la primera composicién contiene como mucho el 1% (p/p) de
agregados proteicos con respecto a la cantidad total de proteinas de la primera composicion. Por ejemplo, la primera
composicion podria contener como mucho el 0,1% (p/p) de agregados proteicos con respecto a la cantidad total de
proteinas. Preferiblemente, la primera composicién contiene como mucho el 0,01% (p/p) de agregados proteicos con
respecto a la cantidad total de proteinas. Incluso mas preferiblemente, la primera composicién contiene como mucho
el 0,001% (p/p) de agregados proteicos con respecto a la cantidad total de proteinas de la primera composicion.

La primera composicion tiene tipicamente un pH en el margen de 2 a 5.

En algunas realizaciones de la invencion, la primera composicién tiene un pH en el margen de 2,3 a 4,6. Por ejemplo,
la primera composicion podria tener un pH en el margen de 2,6 a 4,2. La primera composicion podria tener, p. €j., un
pH en el margen de 2,8 a 4,0, tal como p. €j., en el margen de 3,0 a 3,7.

La primera composicion podria tener, p. €j., un pH en el margen de 2,5 a 4,8. Por ejemplo, la primera composicion
podria tener un pH en el margen de 3,0 a 4,6. La primera composicion podria tener, p. €j., un pH en el margen de
3,4 a 4,4, tal como, p. €j., en el margen de 3,6 a 4,2.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la primera composicion tiene una conductividad en el margen de
1a8 mS/cma 12 °C.

La «conductividad» (a veces denominada «conductancia especifica») de una solucién acuosa es una medida de la
capacidad de la solucién para conducir la electricidad. La conductividad se podria, p. €j., determinar mediante la
medicion de la resistencia AC de la solucion entre dos electrodos y el resultado tipicamente se da en la unidad
milisiemens por centimetro (mS/cm). La conductividad se podria, p. €j., medir de acuerdo con el método n.° 120.1 de
la EPA (la Agencia de Proteccién Medioambiental de los EE. UU.).

Por ejemplo, la conductividad de la primera composicidon podria estar en el margen de 1,5 a 7 mS/cm a 12 °C. En
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algunas realizaciones preferidas de la invencion, podria ser incluso mas preferible que la conductividad de la primera
composicion esté en el margen de 2 a5 mS/cm a 12 °C.

La primera composicién podria, p. €j., tener una conductividad en el margen de 0,5 a 5 mS/cm a 12 °C. Por ejemplo,
la primera composicion podria, p. €j., tener una conductividad en el margen de 0,6 a 4 mS/cm a 12 °C. Como
alternativa, la primera composicion podria tener, p. €j., una conductividad en el margen de 0,8 a 2 mS/cm a 12 °C.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la primera composicion tiene una conductividad en el margen de
1a8mS/cma12°CyunpHenelmargende2a5a12°C.

En otras realizaciones preferidas de la invencion, la primera composicion tiene una conductividad en el margen de
1,5a6 mS/cma 12 °C y un pH en el margen de 2,5a 3,9a 12 °C.

En otras realizaciones preferidas de la invencion, la primera composicién tiene una conductividad en el margen de 2
a5mS/cma12°CyunpHenelmargende 3,0a3,8a12 °C.

Por ejemplo, la primera composicion podria tener una conductividad en el margen de 0,5 a 5 mS/cm a 12 °C y un pH
en el margen de pHde 3,0a4,8a 12 °C.

Como alternativa, la primera composicion podria tener una conductividad en el margen de 0,7 a3 mS/cma 12 °C y
un pH en el margen de pH de 3,5a4,5a 12 °C.

En algunas realizaciones de la invencion, el material de intercambio de cationes esta empaquetado en una columna
cuando se pone en contacto con la primera composicion.

El material de intercambio de cationes se puede, por ejemplo, suspender en la primera composicién como particulas
que fluyen con libertad cuando se ponen en contacto con la primera composicion.

En algunas realizaciones de la invencion, el material de intercambio de cationes comprende una fase sélida y uno o
mas grupos anionicos que son capaces de unirse a los cationes.

Preferiblemente, al menos algunos de los grupos anidnicos estan fijados a la fase solida.

En algunas realizaciones de la invencion, la fase solida del material de intercambio de cationes comprende uno o
mas componentes seleccionados del grupo que consiste en muchas particulas, un filtro y una membrana.

La fase solida podria, por ejemplo, comprender polisacarido, o incluso consistir esencialmente en él. Los
polisacaridos entrecruzados son particularmente preferidos. Ejemplos de polisacaridos utiles son celulosa, agarosa
y/o dextrano.

Como alternativa, la fase solida podria comprender un polimero no glucidico, o incluso consistir esencialmente en él.
Ejemplos de polimeros no glucidicos utiles son metacrilato, poliestireno y/o estireno-divinilbenceno.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, los grupos aniénicos podrian comprender, o incluso consistir en,
p. €j., grupos fuertes para intercambio de cationes, tales como, p. €j., grupos de acido sulfénico. Como alternativa, o
adicionalmente, los grupos aniénicos podrian comprender, p. €j., 0 incluso consistir, en grupos débiles para
intercambio de cationes, tales como, p. €j., grupos de acido carboxilico.

La carga optima de proteinas por ciclo depende del disefio del procedimientoo de cromatografia de intercambio de
cationes y de las caracteristicas del material de intercambio de cationes.

Las condiciones del procedimiento durante la cromatografia de intercambio de cationes, entre ellos la presion, etc.,
depende de la implantacion real del procedimiento, del equipo utilizado y del material de intercambio de cationes
utilizado.

La temperatura de la primera composicion durante la etapa c) es tipicamente lo suficientemente baja como para que
disminuya al minimo el crecimiento microbiano y para que evite que la proteina y que el material de intercambio de
cationes se dafien con el calor, pero lo suficientemente alta como para que proporcione una viscosidad aceptable a
la primera composicion.

En algunas realizaciones de la invencion, la temperatura de la primera composicion durante la etapa c) se encuentra
en el margen de 2 a 40 °C. Preferiblemente, la temperatura de la primera composicion durante la etapa c) se
encuentra en el margen de 4 a 20 °C e incluso mas preferiblemente en el margen de 6 a 15 °C.

Mas detalles en cuanto a la cromatografia de intercambio de cationes y a su implantacion industrial se puede
encontrar en Scopes, que se incorpora en la presente memoria por referencia para todos los propésitos.
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La etapa d) implica recoger la fraccion de la primera composicion que no esta fijada al material de intercambio de
cationes, mediante lo cual se obtiene la composiciéon que contiene el MCP.

La fraccion recogida se podria utilizar como la composicion que contiene el MPC como tal o, como alternativa, se
podria someter a otras etapas mas de procesamiento, p. €j., desmineralizacion y concentracion de la composicion, y
posteriormente su transformacién en un polvo.

Asi pues, en algunas realizaciones preferidas de la invencion, la fraccion recogida se somete ademas a una o varias
de las etapas del procedimiento seleccionadas del grupo que consiste en tratamiento con calor, concentracion,
desmineralizacion, evaporacion del solvente, secado por pulverizacion, y sustitucion de los cationes fijados a las
proteinas. Por ejemplo, la fraccion recogida se podria someter a una etapa de concentracion.

Como alternativa o, adicionalmente, la fraccion recogida se podria someter a la desmineralizacion, p. ej., mediante la
diafiltracién con un filtro para ultrafiltracion que retiene el MPC monomeérico.

El pH de la fraccion recogida se podria ajustar a un pH por encima de pH 4, p. €j., un pH de al menos pH 5, antes de
la concentracion o de la diafiltracion. El pH elevado da lugar a la asociacion del MPC monomeérico en oligémeros, lo
que permite la concentracion y/o diafiltracion con las membranas que tienen un tamafio de poro mas grande. Como
alternativa, o adicionalmente, la fraccién recogida se podria someter a una etapa de evaporacion.

Como alternativa o, adicionalmente, la fraccién recogida se podria someter a una etapa de secado por pulverizacion.
En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la fraccion recogida se somete a las etapas siguientes:

i)  concentracion, p. €j., mediante ultrafiltracion, nanofiltracion u ésmosis inversa,

i) diafiltracion, p. ej., frente a agua,

iii) opcionalmente, otra etapa de concentracion, p. ej., mediante evaporacion,

iv) pasteurizacion, y

v) secado por pulverizacion para convertir la composicion pasteurizada en un polvo.
El presente método se podria implantar como un procedimiento por lotes 0 como un procedimiento por semilotes.

La composicién que contiene el MPC de la presente invencion tiene una pureza del MPC muy alta y también muy
poca cantidad de Phe.

En las realizaciones preferidas de la invencion, el método es para producir composiciones que contienen el MPC
que tienen una pureza del MPC de al menos el 92% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas de la
composicion. Por ejemplo, el método podria ser para producir composiciones que contienen el MPC que tienen una
pureza del MPC de al menos el 95% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas de la composicion.
Preferiblemente, el método es para producir composiciones que contienen el MPC que tienen una pureza del MPC
de al menos el 97% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas de la composicion, tal como, p. €j., al menos
el 98% (p/p) o incluso aproximadamente el 100% (p/p).

Una realizacion de ejemplo del método de la invencion se ilustra esquematicamente en la figura 1. El alimento
derivado del lactosuero (1) se conduce a la unidad de UF y de este modo se somete a ultrafiltracion. La etapa de UF
conduce a la formacién de un retenido de UF (2), esto es, la fraccidon que es retenida por el filtro de UF, y un filtrado
de UF, que es la fraccién que ha atravesado el filtro de UF. En esta realizacion, el filtrado de UF (3) se utiliza como
la primera composicion que se somete a la cromatografia de intercambio de cationes. Las impurezas de proteinas
que no son el MPC de la primera composicion se fijan al material de intercambio de cationes (no se representa) y se
recoge la composicion que contiene el MPC purificado (4).

Otra realizacion de ejemplo del método de la invencién se representa esquematicamente en la figura 2. Al igual que
el procedimiento de la figura 1, el alimento derivado del lactosuero se somete a ultrafiliracion. El filtrado de UF
enriquecido en MPC resultante (3) se utiliza como la primera composicién y se somete a la cromatografia de
intercambio de cationes. La fraccién de proteinas que no se fija al material de intercambio de cationes se recoge
como la composicién que contiene el MPC. Sin embargo, en el método de la figura 2, el retenido de UF se diluye
adicionalmente con agua (5) y se recicla como alimento para el procedimiento de UF, mediante lo cual se retira por
lavado una parte mas grande del MPC del alimento derivado del lactosuero original y se recupera este en el filtrado
de UF.

Otra realizacién mas de ejemplo de la invencién se ilustra esquematicamente en la figura 3. Aqui, se utiliza en la

etapa b) una serie de tres unidades de ultrafiltracion. El alimento derivado del lactosuero (1) se alimenta en la

primera unidad de UF, lo que da lugar a un primer retenido de UF (2) y un primer filtrado de UF (3). El primer
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retenido de UF (2) se mezcla con agua (5) y se alimenta en la segunda unidad de UF, lo que da lugar a un segundo
retenido de UF (2') y a un segundo filirado de UF (3'). El segundo retenido de UF (2') se mezcla con agua (5) y se
alimenta en la tercera unidad de UF, lo que da lugar a un tercer retenido de UF (2") y a un tercer filtrado de UF (3").
El primer, segundo y tercer filtrado (3, 3'y 3") se combinan y se utilizan como la primera composicion, que se somete
a la cromatografia de intercambio de cationes.

La invencién hace posible preparar una composicion que contiene el MPC que se puede obtener mediante el
método descrito en ella.

La composicion que contiene el MPC contiene preferiblemente como mucho el 0,5% (p/p) de fenilalanina respecto a
la cantidad total de proteinas. Por ejemplo, la composicion que contiene el MPC puede contener como mucho el
0,4% (p/p) de fenilalanina con respecto a la cantidad total de proteinas. Preferiblemente, la composicion que
contiene el MPC contiene preferiblemente como mucho el 0,3% (p/p) de fenilalanina con respecto a la cantidad total
de proteinas. Incluso mas preferible, la composicién que contiene el MPC contiene preferiblemente como mucho el
0,2% (p/p) de fenilalanina con respecto a la cantidad total de proteinas, tal como a lo sumo el 0,1% (p/p) de
fenilalanina con respecto a la cantidad total de proteinas.

En las realizaciones preferidas de la invencion, las composiciones que contienen el MPC tienen una pureza del MPC
de al menos el 92% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas de la composicion. Por ejemplo, las
composiciones que contienen el MPC podrian tener una pureza del MPC de al menos el 95% (p/p) con respecto a la
cantidad total de proteinas de la composicién. Preferiblemente, las composiciones que contienen el MPC tienen una
pureza del MPC de al menos el 97% (p/p) respecto a la cantidad total de proteinas de la composicion, tal como, p.
ej., al menos el 98% (p/p) o incluso aproximadamente el 100% (p/p).

La presente invencion se ha descrito mas arriba haciendo referencia a realizaciones especificas. Sin embargo,
dentro del alcance de la invencidon son igualmente posibles otras realizaciones diferentes a las descritas
anteriormente. Las diferentes caracteristicas y etapas de diferentes realizaciones y aspectos de la invencion se
pueden combinar de otras maneras diferentes a las descritas en la presente memoria, a menos que se diga ofra
cosa.

Ejemplos
Ejemplo 1: Variante del procedimiento de la invencion
Ultrafiltracion | — separacion:

Se diluyeron con agua fria desmineralizada 12.000 | de concentrado de proteinas de lactosuero (CPL) que contiene
materia seca al 30% y proteina al 24% para dar un contenido de materia seca del 10% y un contenido de proteinas
del 8%. Se le anadi6 acido clorhidrico a 12 M hasta que el pH fue de 2,8. La solucion se filtr6 con membranas
enrolladas en espiral de 6" del tipo BN6338 de Synder Filtration, Vacaville, California, EE. UU., con un espamador de
31 mil y un valor de umbral nominal de 50.000 Da. La superficie total de la membrana fue de 3.072 m?Z. La filtracién
se realizd en las siguientes condiciones: la temperatura se mantuvo a 10 °C y la presion media se mantuvo a 4,5 bar
con una presion de alimentacion de 3,5 bar. El pH se mantuvo a 2,8 con acido clorhidrico a 12 M y el filtrado de la
Ultrafiltracion Il (véase a contlnuaC|on) se afiadié al mismo ritmo con el que se retiraba el filtrado. El flujo de
reC|rcuIaC|on en el bucle fue de 180 m*h y la recirculacién sobre el tanque de alimentacion fue de aproximadamente
10 m%h. Despues de una filtracion de 10 horas se paré la adicion del filirado de la Ultrafiltracion 1. Se midioé el flujo
medio a 8 I/m?h.

Ultrafiltracion 1l - diafiltracion del retenido y concentracion del filtrado:

El filtrado de la Ultrafiltracion | se recogié en un tanque de alimentacion para la Ultrafiltracion 1l y se le ajusto
continuamente el pH a 6,0 con hidréxido de sodio al 6%. A la que que la Ultrafiltracion |, la Ultrafiltracion 1l se realizé
con membranas enrolladas en espiral de 6" del tipo HFK-328 6338 de Koch Membrane Systems, Wilmington,
Massachusetts, EE. UU., con un espaciador de 31 mil y un valor de umbral nominal de 5.000 Da. La superficie total
de la membrana fue de 2 304 m?. La filtracion se realizé en las siguientes condiciones: la temperatura se mantuvo a
10 °C y la presion media se mantuvo entre 1,0 y 5,0 bar para suministrar el filirado a la Ultrafiltracion | con el mismo
ritmo con el que se retiraba el filtrado de la Ultrafiltracion |. Se recogi6 el retenido después de una filtracion de 10
horas, a saber, después de parar la Ultrafiltracion |. Posteriormente, el retenido se sometié a diafiltracion en la que
se le afiadieron 70.000 | de agua del grifo con el mismo flujo con el que se retiraba el filirado. Después de la
diafiltracion, se concentrd el retenido hasta que el contenido de proteinas del retenido fue del 12%. El volumen final
del retenido fue de 3.450 I. Las condiciones de filtracion fueron las mismas que mas arriba. La pureza del MPC en el
retenido se determind que era del 79% (79 g de MPC por 100 g de proteinas) basandose en el analisis por HPLC.

Cromatografia de intercambio de cationes:

Para un dia de produccion, 650 | del retenido final de la Ultrafiltracion 1l se diluyeron con agua fria desmineralizada
12
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para dar un contenido de proteinas del 1,24% (1,24 g de proteinas por 100 g de solucion). El pH en la solucion se
ajustd a 3,50 con acido citrico al 42% (p/p) y la conductividad se ajusté a 2,0 mS/cm con una solucion de NaCla 2 M
y KCl a 2 M. Se sometieron a la cromatografia de intercambio de cationes 725 | de la solucién de proteinas ajustada
con una columna empaquetada con 116 | de SP Sepharose Big Beads de calidad alimentaria de GE Healthcare,
Uppsala, Suecia.

Se utilizaron las siguientes condiciones para cada ciclo de cromatografia de intercambio de cationes:

La columna se enjuagd con 290 | de agua fria desmineralizada a una velocidad de flujo de 1.300 I/h. Los 725 | de la
solucién de alimento (la solucidon de proteinas ajustada) de mas arriba se bombearon a través de la columna a una
velocidad de flujo de 1.050 I/h, y el flujo directo (material sin fijar) se recogié en un tanque de producto que también
se indicd que era una solucion de MPC. La columna se enjuagd con 232 | y 58 |, respectivamente, de agua
desmineralizada a una velocidad de flujo de 1.050 I/h y 1.300 I/h, respectivamente. Se realizd una elucion simultanea
y una etapa de limpieza en su sitio mediante el bombeo de 580 | de hidroxido de sodio a 0,5 M a través de la
columna a una velocidad de flujo de 943 I/h. La columna se enjuagd con 290 | y 580 |, respectivamente, de agua
desmineralizada a una velocidad de flujo de 943 I/h y 1.300 I/h, respectivamente. La duraciéon de un ciclo de
cromatografia de intercambio de cationes fue de 2,6 horas. El rendimiento relativo del MPC para la etapa de la
cromatografia de intercambio de cationes fue del 92% (92 g de MPC en el flujo directo por 100 g de MPC en el
alimento).

Se realizaron ocho ciclos de cromatografia de intercambio de cationes cada dia seguidos de la ultrafiltracion
estandar (membranas HFK-328 de Koch Membrane Systems, Wilmington, Massachusetts, EE. UU.) para concentrar
la solucion de MPC en el tanque del producto. Antes de la ultrafiltracion, el pH del tanque del producto se ajusté a
6,5 mediante una soluciéon mixta de hidréxido de potasio e hidroxido de sodio. Se realizaron en total 32 ciclos de
cromatografia de intercambio de cationes, tras los cuales la solucion de MPC se concentré adicionalmente mediante
ultrafiltracion estandar (membranas HFK-328 de Koch Membrane Systems, Wilmington, Massachusetts, EE. UU.).
La solucion de MPC concentrada se sec6 por pulverizacion con un secador por pulverizacion estandar y se
obtuvieron 196 kg de polvo. La composicién del polvo con los parametros seleccionados se ofrece en la tabla 1.

Ejemplo 2: Variante del procedimiento de la invencion

Se realizaron la Ultrafiltracion | y [I de una manera similar a la descrita en el ejemplo 1. La pureza del MPC en el
retenido de Ultrafiltracion Il final se determiné que era del 80% (80 g de MPC por 100 g de proteinas) basandose en
el analisis por HPLC.

La cromatografia de intercambio de cationes se realizé de una manera similar a la descrita en el ejemplo 1, excepto
por lo siguiente: el pH de la solucién diluida se ajustd a 3,37 y se realizaron en total 47 ciclos de cromatografia de
intercambio de cationes. El rendimiento relativo del MPC para la etapa de cromatografia de intercambio de cationes
fue del 90% (90 g de MPC en el flujo directo por 100 g de MPC en el alimento). La solucion concentrada de MPC se
seco por pulverizacion con un secador por pulverizacion estandar y se obtuvieron 357 kg de polvo. La composicion
del polvo con los parametros seleccionados se ofrece en la tabla 1.

Ejemplo 3: Variante del procedimiento de la invencion

La ultrafiltracion | y la 1l se realizaron de una manera similar a la descrita en el ejemplo 1. La pureza del MPC en el
retenido final de la Ultrafiltracién 1l se determiné que era del 83% (83 g de MPC por 100 g de proteinas) basandose
en el analisis por HPLC.

Cromatografia de intercambio de cationes:

Para un dia de produccion, se diluyeron con agua fria desmineralizada 450 | del retenido final de la Ultrafiltracion Il
para dar un contenido de proteinas del 0,66% (0,66 g de proteinas por 100 g de solucion). El pH en la solucion se
ajustd a 3,25 con acido clorhidrico al 30% (p/p) y se ajusto la conductividad a 2,0 mS/cm con una solucién de NaCl a
2 My de KCl a 2 M. Se sometieron 1.000 | de la solucién de proteinas ajustada a cromatografia de intercambio de
cationes mediante el uso de una columna empaquetada con 80 | de SP Sepharose Big Beads de calidad alimentaria
de GE Healthcare, Uppsala, Suecia.

Se utilizaron las siguientes condiciones para un ciclo de cromatografia de intercambio de cationes:

La columna se enjuago con 300 | de agua fria desmineralizada, 300 | de acido acético al 0,50% (p/p) y 200 | de agua
fria desmineralizada a una velocidad de flujo de 1.300 I/h. Los 1000 | de la solucién de alimento de mas arriba se
bombearon a través de la columna a una velocidad de flujo de 1.300 I/h y el flujo directo (material sin fijar) se recogio
en un tanque de producto también denominado la solucién de MPC.

La columna se enjuagod con 200 | de agua fria desmineralizada a una velocidad de flujo de 1.300 I/h. Se llevo a cabo
una elucién simultanea y una etapa de limpieza en su sitio mediante el bombeo de 400 | de hidroxido de sodio a 1,0
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M por la columna a una velocidad de flujo de 700 I/h. La columna se enjuagd con 200 |y 400 |, respectivamente, de
agua fria desmineralizada a una velocidad de flujo de 700 I/h y 1.300 I/h, respectivamente. La duracién de un ciclo
de cromatografia de intercambio de cationes fue de 2,7 h. El rendimiento relativo del MPC para la etapa de
cromatografia de intercambio de cationes fue del 77% (77 g de MPC en el flujo directo por 100 g de MPC en el
alimento). Se realizaron ocho ciclos de cromatografia de intercambio de cationes cada dia seguidos de la
ultrafiltracion estandar (membranas HFK-328 de Koch Membrane Systems, Wilmington, Massachusetts, EE. UU.)
para concentrar la solucion de MPC en el tanque de producto. Antes de la ultrafiltracién, el pH en el tanque de
producto se ajustd a 6,5 con una solucidon mixta de hidréxido de potasio e hidroxido de sodio. Se realizaron en total
20 ciclos de cromatografia de intercambio de cationes, tras lo cual la solucién de MPC se concentré adicionalmente
mediante ultrafiltracion estandar (membranas HFK-328 de Koch Membrane Systems, Wilmington, Massachusetts,
EE. UU.). La solucién de MPC concentrada se seco por pulverizacion con un secador estandar por pulverizacion y
se obtuvieron 78 kg de polvo. La composicién del polvo con los parametros seleccionados se ofrece en la tabla 1.

Ejemplo 4: Variante del procedimiento de la invencion

La Ultrafiltracion | y Il se llevaron a cabo de una manera similar a la descrita en el ejemplo 1. La pureza del MPC en
el retenido final de la Ultrafiltracion 1l se determind que era del 79% (79 g de MPC por 100 g de proteinas)
basandose en el analisis por HPLC.

Cromatografia de intercambio de cationes:

Para un dia de produccion, se diluyeron con agua fria desmineralizada 278 | del retenido final de la Ultrafiltracion Il
para dar un contenido de proteinas del 0,68% (0,68 g de proteinas por 100 g de solucion). El pH de la solucion se
ajustd a 3,75 con acido clorhidrico al 30% (p/p) y se ajusto la conductividad a 4,0 mS/cm con una solucién de NaCl a
5 M. Se sometieron a la cromatografia de intercambio de cationes 1.000 | de la solucién ajustada de proteinas
mediante el uso de una columna empaquetada con 80 | de SP Sepharose Big Beads con calidad alimentaria de GE
Healthcare, Uppsala, Suecia.

Se utilizaron las siguientes condiciones para un ciclo de cromatografia de intercambio de cationes:

La columna se enjuagé con 300 | de NaCl a 1 M, 300 | de agua fria desmineralizada, 300 | de acido acético al 0,25%
(p/p) y 200 | de agua fria desmineralizada a una velocidad de flujo de 1.300 I/h. Los 1.000 | de la solucion de
alimento (la solucion ajustada de proteinas) de mas arriba se bombearon por la columna a una velocidad de flujo de
1.300 I/h y el flujo directo (material sin fijar) se recogié en un tanque de producto también denominado solucién de
MPC. La columna se enjuagé con 200 | de agua fria desmineralizada, 300 | de NaCl a 1 M (elucién) y 200 | de agua
fria desmineralizada a una velocidad de flujo de 1.300 I/h. Se llevo a cabo una etapa de limpieza en su sitio mediante
el bombeo de 400 | de hidroxido de sodio a 1,0 M por la columna a una velocidad de flujo de 700 I/h. La columna se
enjuago con 200 | y 400 I, respectivamente, de agua desmineralizada a una velocidad de flujo de 700 I/h 'y 1.300 I/h,
respectivamente. La duracion de un ciclo de cromatografia de intercambio de cationes fue de 3,3 horas. El
rendimiento relativo del MPC para la etapa de cromatografia de intercambio de cationes fue del 90% (90 g de MPC
en el flujo directo por 100 g de MPC en el alimento). Se realizaron cinco ciclos de cromatografia de intercambio de
cationes cada dia seguidos de la ultrafiliracién estandar (membranas HFK-328 de Koch Membrane Systems,
Wilmington, Massachusetts, EE. UU.) para concentrar la solucién de MPC en el tanque de producto. Antes de la
ultrafiltracion, el pH del tanque de producto se ajusté a 6,5 mediante una solucién mixta de hidréxido de potasio e
hidroxido de sodio. Se realizaron en total 10 ciclos de cromatografia de intercambio de cationes, tras los cuales la
solucién de MPC se concentré adicionalmente mediante ultrafiltracion estandar (membranas HFK-328 de Koch
Membrane Systems, Wilmington, Massachusetts, EE. UU.). Aproximadamente la mitad de la solucién concentrada
de MPC se seco por pulverizaciéon con un secador estandar por pulverizacion y se obtuvieron 24 kg de polvo. En la
tabla 1 se ofrece la composicion del polvo con los parametros seleccionados.

Ejemplo 5: Variante del procedimiento de la invencion
Ultrafiltracion | — Separacion:

Se diluyeron con agua fria desmineralizada 600 | de CPL reducido con lactoglobulina 8 que contiene materia seca al
23%, proteina al 20% y cuya pureza del MPC es de aproximadamente el 24% (24 g de MPC por 100 g de proteina)
para dar un contenido de materia seca del 11% y un contenido de proteinas del 8,9%. Se le afiadi6 acido clorhidrico
al 30% (p/p) hasta que el pH fue de 2,2. La solucion se filiré a través de membranas enrolladas en espiral de 6" del
tipo BN6338 de Synder Filtration, Vacaville, California, EE. UU., con un espaciador de 31 mil y un valor nominal de
umbral de 50.000 Da. La superficie total de membrana fue de 64 m? La filtracion se realizé en las siguientes
condiciones: la temperatura se mantuvo a 10 °C y la presién media se mantuvo a 2,0 bar (a través de dos elementos
de filtro) con una presion de alimentacion de 3,0 bar. El pH se mantuvo a 2,2 con &cido clorhidrico al 30% (p/p) y el
filtrado de Ultrafiltracion 1l se afiadié con el mismo flujo que se utilizaba para retirar el filtrado. El flujo de recirculacion
en el bucle fue de 30 m*h y la recirculaciéon sobre el tanque de alimentacion fue de aproximadamente 5 mh.
Después de una filtracion de 8,5 horas, se detuvo la adicion del filtrado de la Ultrafiltracion Il. El flujo medio se midié
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que era de 22 I/m?h.
Ultrafiltracion Il — diafiltracion del retenido y concentracion del filtrado:

El filtrado de la Ultrafiltracion | se recogié en un tanque de alimentacion para la Ultrafiltracion Il. A la vez que la
Ultrafiltracion |, la Ultrafiltracion 1l se llevé a cabo con membranas enrolladas en espiral de 6" del tipo VT6338 de
Synder Filtration, Vacaville, California, EE. UU, con un espaciador de 31 mil y un valor nominal de umbral de 3.000
Da. La superficie total de la membrana fue de 64 m. La filtracion se llevé a cabo en las siguientes condiciones: la
temperatura se mantuvo a 10 °C y la presion media se mantuvo a 1,0-1,5 bar (a través de dos elementos de filtro)
con una presion de alimentacion de 0,5-1,0 bar. Las condiciones de presion se ajustaron para generar el filtrado con
el mismo flujo que tenia la retirada del filtrado de la Ultrafiltracion |. Después de una filtracion de 8,5 horas, a saber,
después de parar la Ultrafiltracion |, el retenido se concentré con las mismas condiciones de mas arriba y se
obtuvieron 600 | de retenido. Posteriormente, el retenido se ajusté a pH 6,3 con hidroxido de sodio al 4% y se
sometio a diafiltracion en la que se le afadieron 3.300 | de agua de grifo con el mismo flujo con el que se retiraba el
filtrado. Las condiciones de la filtracion fueron las mismas de mas arriba. Se obtuvieron 820 | de retenido con un
contenido de materia seca del 3,4% y un contenido de proteinas del 2,9%. La pureza del MPC en el retenido se
determino que era del 72% (72 g de MPC por 100 g de proteinas) basandose en el andlisis por HPLC.

Cromatografia de intercambio de cationes:

La cromatografia de intercambio de cationes se realizé de manera similar a lo descrito en el ejemplo 1, excepto por
lo siguiente: el retenido final de la Ultrafiltracion 1l se diluyé con agua fria desmineralizada para dar un contenido de
proteinas del 1,14% (1,14 g de proteinas por 100 g de solucion), el pH de la solucién diluida se ajustd a 3,47, la
conductividad se ajusté a 2,3 mS/cm. Se bombearon 805 | de la solucién de alimentacion a través de la columna
durante cada ciclo y realizaron en total dos ciclos de cromatografia de intercambio de cationes. El rendimiento
relativo del MPC para la etapa de la cromatografia de intercambio de cationes fue del 80% (80 g de MPC en el flujo
directo por 100 g de MPC en el alimento). Aproximadamente la mitad de la solucion del MPC concentrada se seco
por pulverizacion con un secador por pulverizacion estandar y se obtuvieron 6 kg del polvo. La composicion del
polvo con los parametros seleccionados se ofrece en la tabla 1.

Tabla 1. Composicion de los productos que contienen el MPC de los ejemplos 1-5

Producto de:
Ej.1 Ej. 2 Ej.3 Ej.4 Ej. 5

Materia seca (% p/p del producto) 96,0 95,5 95,8 935 95,3
Proteina (% del producto) 76,8 76,9 775 75,5 82,2
Proteina (% de materia seca) 80,0 80,6 80,9 80,7 86,3
Pureza del MPC (% de proteinas) ~98 ~98 ~98 ~98 ~08
Fenilalanina (% de proteinas) 0,15 0,19 0,09 0,23 0,26
Grasa (% del producto) 0,11 0,23 <0,1 0,22 <0,1
Lactosa (% del producto) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Cenizas (% del producto) 7,4 7,3 6,9 6,8 6,5

Ejemplo 6: Comparacion con la técnica anterior

La patente de los EE. UU. US 5.278.288 A describe un método que combina la cromatografia de intercambio de
cationes y la ultrafiltracién, en el orden mencionado, para producir el MPC. Por ejemplo, en la primera etapa de
intercambio de cationes, el lactosuero para queso se pone en contacto con una resina de intercambio de cationes y
se recoge el material que no quedo6 adsorbido. Posteriormente, el material sin adsorber se somete a ultrafiltracion a
un pH por debajo de 4 mediante el uso de una membrana con un valor de umbral de 10.000 a 50.000 Da, mediante
lo cual se obtiene el MPC en el filtrado. Finalmente, se ajusta el pH del filtrado y se realiza la ultrafiltracion estandar
para concentrar la solucion de MPC antes del secado por pulverizaciéon. Asi pues, las dos etapas criticas de
separacion son la cromatografia de intercambio de cationes y la ultrafiltracion a pH < 4, en el orden mencionado. En
la presente invencion, el orden de las dos etapas de separacion se invierte. Aqui, la ultrafiltracion a un pH de como
mucho 4 se realiza primero («Ultrafiltracion I» en los ejemplos) y después se hace la cromatografia de intercambio
de cationes en la que el MPC se obtiene en el material que no se adsorbe (también denominado «flujo directo» o
«material sin fijar»). El orden de las etapas de separacion de la presente invencion tiene varias ventajas cuando se
compara con el orden de las etapas de separacion dadas en la patente de los EE. UU. US 5.278.288 A.
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Una primera ventaja de la presente invencion es que la pureza del MPC (% del MPC entre las proteinas totales) en
el producto final mediante el uso del procedimiento de la presente invenciéon es mucho mas alta que la pureza del
MPC obtenido en la patente de los EE. UU. US 5.278.288 A. En la patente de los EE. UU. US 5.278.288 A se
ofrecen valores de pureza del 80% al 88%. Mediante el procedimiento de la presente invencion se puede conseguir
una pureza de aproximadamente el 98% o mayor. Debido a la altisima pureza del producto de MPC obtenido por la
presente invencion, el producto es adecuado como ingrediente nutritivo para los pacientes que padecen
fenilcetonuria, y también esta indicado por la poquisima cantidad de fenilalanina presente en el producto. Una
pureza del MPC del 80% al 88%, como en el producto obtenido mediante el procedimiento de la patente de los EE.
UU. 5.278.288 A, esta correlacionado con un contenido de fenilalanina que es demasiado alto para los pacientes con
fenilcetonuria.

Una segunda ventaja de la presente invencion es que utiliza menos material de intercambio de iones por kilogramo
de MPC aislado que el método de la patente de los EE. UU. US 5.278.288 A o cualquier otro método de la técnica
anterior que proporciona una pureza del MPC comparablemente alta. Siguiendo la presente invencion, la primera
etapa de ultrafiltracion retira una gran proporcion de proteinas de lactosuero que no son el MPC. Gracias a esto, la
proporcion de peso entre las proteinas del lactosuero que no son el MPC y el MPC en la solucion de alimento para la
etapa de cromatografia de intercambio de cationes es mucho mas baja que en la patente de los EE. UU. 5.278.288
Ay, por tanto, se necesita un volumen mucho menor de resina de intercambio de cationes por unidad de masa de
MPC para que se fijen todas las proteinas del lactosuero que no son el MPC.

Una tercera ventaja de la presente invenciéon es que el rendimiento global del MPC (% de masa del MPC en el
producto final en comparacion con la masa de MPC en el material de partida) mediante el uso del procedimiento de
la presente invencién es mucho mayor que el rendimiento global del MPC obtenido en la patente de los EE. UU. US
5.278.288 A. Al utilizar el ejemplo 2 en la patente de los EE. UU. US 5.278.288 A y si suponemos que el contenido
de proteinas del lactosuero para Gouda es de 6,2 g/l y que el contenido de MPC es del 18% respecto al contenido
total de proteinas, se puede calcular un rendimiento global del MPC del 0,73%, basandose en los 81 mg de MPC
obtenidos en el producto final. Al utilizar el ejemplo 2 para la presente invencion y al suponer que el contenido de
MPC es del 18% respecto al contenido total de proteinas en el material de partida, se puede calcular un rendimiento
global del MPC del 50%, obtenido por la combinacion de un rendimiento del 63% de la etapa de ultrafiltracion y un
rendimiento del 80% que cubre la etapa de cromatografia de intercambio de cationes para dar el producto final en
polvo.

Una cuarta ventaja de la presente invencién es que incrementa el nimero de ciclos de intercambio de iones que
puede soportar un lote de resina de intercambio de iones antes de agotarse, respecto a lo descrito en la patente de
los EE. UU. US 5.278.288 A. La cromatografia de intercambio de iones es una unidad operativa relativamente cara y
el coste de la resina del intercambio de iones es una parte significativa de los costes globales del procedimiento. Por
lo tanto, la extension de la vida util del material para intercambio de iones es una estrategia interesante para mejorar
la economia global del procedimiento de produccion de los productos que contienen el MPC de gran pureza.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una composicién que contiene el macropéptido de caseina que tiene poca
cantidad de fenilalanina (Phe), en donde dicha composicion contiene como mucho el 0,5% (p/p) de Phe con respecto
a la cantidad total de proteinas de la composicién, en donde el método comprende las etapas de

a) proporcionar un alimento derivado del lactosuero que comprende el macropéptido de caseina (MPC) y al
menos una proteina mas, en donde dicho alimento derivado del lactosuero tiene un pH de como mucho 4,

b) someter dicho alimento derivado del lactosuero a ultrafiltracién mediante un filtro para ultrafiltracion que
permite el paso del MPC monomérico, con lo que se proporciona un filtrado de UF y un retenido de UF, en
el cual el filtrado de UF esta enriquecido con respecto al MPC,

c) poner en contacto una primera composicion derivada de dicho filtrado de UF con un material de intercambio
de cationes, y

d) recoger la fraccion de la primera composicion que esta sin fijar al material de intercambio de cationes, con
lo que se obtiene la composiciéon que contiene el MPC.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el alimento derivado del lactosuero procede del
lactosuero para queso o de un concentrado del mismo.

3. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en donde el alimento derivado del lactosuero procede del
lactosuero obtenido de la caseina coagulada del cuajo o del caseinato o de su concentrado.

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el alimento derivado del
lactosuero contiene una cantidad total del MPC de al menos el 1% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la al menos una proteina
adicional comprende al menos una proteina seleccionada del grupo que consiste en inmunoglobulina G,
inmunoglobulina M, seroalbumina bovina (SAB), lactoglobulina B, lactalbumina a, caseina 3, péptidos derivados de
la caseina, proteinas de la membrana de los globulos de grasa de la leche (MGGL) y una combinacion de las
mismas.

6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el alimento derivado del
lactosuero contiene una cantidad total de proteinas de al menos el 0,2% (p/p) con respecto al peso del alimento
derivado del lactosuero.

7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el alimento derivado del
lactosuero tiene un pH en el margen de pH de 1 a 4.

8. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el filtro para ultrafiltracion
tiene un umbral nominal de masa molecular en el margen de 5 a 300 kDa.

9. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la primera composiciéon
contiene una cantidad total de MPC de al menos el 55% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteinas.

10. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la primera composiciéon
contiene una cantidad total de proteinas de al menos el 0,1% (p/p).

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la primera composiciéon
tiene un pH en el margen de pHde 2 a 5.

12. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la primera composiciéon
tiene una conductividad en el margen de 1 a 8 mS/cm.

13. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que ademas comprende
concentrar la fraccion recogida.

14. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que ademas comprende secar por
pulverizacion la fraccion recogida.
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