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DESCRIPCION

Procedimiento de fabricacion de una composicion proteica lactea desmineralizada, adaptada en particular al sector
bioldgico, y composicion proteica lactea desmineralizada

La invencion se refiere principalmente a un procedimiento de desmineralizacién de una composicién proteica lactea.

La invencioén trata igualmente sobre una composicidon proteica lactea desmineralizada que puede ser obtenida
mediante este procedimiento. El documento DP-A-1.031.288 divulga una composicion lactea mineral. El documento
WO-A-2013/068653 divulga un procedimiento para la preparacion de un producto lacteo. El documento FR-A-
3.001.362 divulga un procedimiento de fraccionamiento de las partes solubles de guisantes. El documento El
documento FR-A-2.809.595 divulga un derivado lacteo que tiene una composicién de minerales y de aminoacidos
selectivamente modificada.

Entre las composiciones proteicas lacteas conocidas, el lactosuero es la parte liquida procedente de la coagulacion
de la leche durante la fabricacion de queso.

El lactosuero esta formado principalmente por agua, lactosa, proteinas y minerales. Una de las vias de mejora del
lactosuero se refiere a la fabricacion de polvo de lactosuero que sirve como ingrediente para la realizacion de leches
infantes. Para hacer esto, es necesario en particular proceder a una reduccién del contenido de minerales para
obtener un producto con elevado contenido de proteinas y lactosa.

De forma conocida, el procedimiento de desmineralizacion de lactosuero comprende en particular una etapa de
desnatado que permite disminuir el contenido de materias grasas del lactosuero, seguida de una etapa de
electrodialisis mediante la cual se obtiene un lactosuero dializado que contiende de 50 a 60% en peso menos de
minerales. El lactosuero desnatado y dializado se hace pasar seguidamente una columna cationica de la cual sale
fuertemente empobrecido en cationes y seguidamente por una columna aniénica a la salida de la cual el lactosuero
se dice que esta desmineralizado.

Pero la regeneracion de las resinas de intercambio ionico implica la utilizacién de acidos y bases fuertes como sosa,
potasa o acido clorhidrico, que pueden ser perjudiciales para la calidad del producto desmineralizado obtenido.
Como consecuencia de su funcionamiento, las resinas de intercambio i6nico inducen la adicién de especies
minerales exdgenas y por este motivo son consideradas como elementos auxiliares tecnoldgicos en el contexto de la
norma europea CE 889/2008. Debido a esto, esta prohibida su utilizacion en el campo bioldgico.

En este contexto, la presente invencion se dirige a un procedimiento de desmineralizacion de una composicion
proteica lactea desprovisto de cualquier operacion que suponga la utilizacion de resinas de intercambio i6nico y que
permite obtener un nivel de desmineralizacion al menos igual a 90%, respetando siempre un perfil de minerales
compatible con la elaboracion de un producto como la leche infantil.

Para estos fines, el procedimiento de fabricacién de la composicidon proteica lactea desmineralizada se caracteriza
esencialmente por que comprende al menos las etapas de:

- preparaciéon o suministro de una composicion proteica lactea,

- ultrafiltraciéon de dicha composicion proteica lactea,

- nanofiltracion del material retenido de ultrafiltracion obtenido en la etapa anterior, y

- electrodialisis del material retenido de nandfiltracién obtenido en la etapa anterior,

estando dicho procedimiento desprovisto de cualquier etapa de paso sobre resinas de intercambio iénico.

Por tanto, el procedimiento de la invenciéon es exclusivamente un procedimiento de membrana que lleva a cabo, en
un orden especifico, etapas de ultrafiltracion, de nanofiltracion y de electrodialisis. El procedimiento se la invencion
permite obtener una composicion proteica lactea desmineralizada hasta un 90%, en la que el contenido de minerales
es controlado, permitiendo en particular la conservacion de la relacion entre calcio y fotéforo lo mas cercana posible
ala de la leche, lo que no es el caso en un procedimiento de desmineralizacién clasico con un paso sobre resinas de
intercambio i6nico que tienen una relacién entre calcio y fésforo bastante mas baja. La composicion proteica lactea
tiene ademas un grado de desnaturalizacion proteica bastante inferior al de las composiciones obtenidas mediante el
procedimiento de desmineralizacién de la técnica anterior, que utilizan resinas de intercambio iénico.
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El procedimiento de la invencion puede comprender también las caracteristicas opcionales siguientes, consideradas
de forma aislada o segun cualesquiera combinaciones técnicas posibles:

- el material retenido de ultrafiltracion tiene un contenido de materia nitrogenada total al menos igual a 14% del
extracto seco;

5 - segun una primera variante, la composicion proteica lactea es suero de queseria;
- el suero de queseria procede de la agricultura ecologica;

- segun una segunda variante, la composicion proteica lactea procede de un procedimiento que comprende al
menos las etapas de:

- suministrar leche cruda;
10 - desnatado, pasteurizacion y purificacion bacteriana de dicha leche cruda,
- microfiltracion sobre membrana de dicha leche obtenida en la etapa anterior, y
- recuperacion del permeado de microfiltraciéon que forma la composicion proteica lactea,
- la membrana de microfiltracion tiene una porosidad comprendida entre 0,1 y 0,2 micrometros,
- la leche cruda procede de la agricultura ecolégica.

15 La invencidn trata también de una composicion proteica lactea desmineralizada que puede ser obtenida mediante el
procedimiento anteriormente descrito.

La composicion proteica lactea de la invencion puede comprender también las caracteristicas opcionales siguientes,
consideradas de forma aislada o segun todas las combinaciones técnicas posibles:

- en la composicion proteica lactea que puede ser obtenida mediante el procedimiento anteriormente descrito, la
20 relacion entre los contenidos de calcio y de fésforo es superior a 0,65,

- en este caso, la composicién proteica lactea desmineralizada puede comprender:
- calcio en un contenido inferior a 11 miligramos por gramo de materia nitrogenada total,
- sodio con un contenido inferior a 5 miligramos por gramo de materia nitrogenada total,
- magnesio con un contenido inferior a 3 miligramos de por gramo de materia nitrogenada total,
25 - potasio con un contenido inferior a 5,5 miligramos por gramo de materia nitrogenada total,
- cloruros con un contenido inferior a 1,7 migramos por gramo de material nitrogenada total, y
- fésforo con un contenido inferior a 8,5 miligramos por gramo de materia nitrogenada total,
- de forma mas precisa, la composicion proteica lactea desmineralizada puede comprender:
- calcio con un contenido inferior a 7,7 miligramos por gramo de materia nitrogenada total,
30 - sodio con un contenido inferior a 3,65 miligramos por gramos de materia nitrogenada total,
- magnesio con un contenido inferior a 2,15 miligramos por gramo de materia nitrogenada total,
- potasio con un contenido inferior a 3,70 miligramos por gramo de materia nitrogenada total,
- cloruros con un contenido inferior a 1,5 miligramos por gramo de materia nitrogenada total, y

- fésforo con un contenido inferior a 7,7 miligramos por gramo de materia nitrogenada total,



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2754 601 T3

- la composicién proteica lactea desmineralizada que puede ser obtenida mediante el procedimiento anteriormente
descrito tiene un porcentaje de proteinas nativas con respecto a las proteinas totales que es superior a 85,

- la composiciéon proteica lactea desmineralizada tiene un porcentaje de proteinas nativas con respecto a las
proteinas totales que es superior a 90,

- el grado de agregacion de la proteina A-lactoalbimina en dicha composicion es inferior a 5%,

- el diametro medio de tipo D4,3 de las particulas de la composicién proteica lactea desmineralizada que puede ser
obtenido mediante el procedimiento anteriormente descrito es inferior a 0,3 micrometros,

- el diametro medio de tipo D4,3 de las particulas de la composicion proteica lactea desmineralizada es inferior a 0,2
micrémetros y dentro de esto, al menos un 40% de las particulas, en volumen, tienen un tamario inferior a 0,15
micrémetros.

Finalmente, la invencién trata sobre la utilizacién de una composicién proteica desmineralizada como se describe
anteriormente, en cuya utilizacién esta composicion es utilizada como ingrediente para la elaboracion de una leche
infantil.

Ventajosamente, la leche infantil procede de la agricultura ecolégica.

Otras caracteristicas y ventajas de la invenciéon se apreciaran claramente con la descripcién que se proporciona a
continuacion, con caracter indicativo y en absoluto limitativa, y en referencia a las figuras siguientes

- la figura 1 es un esquema sindptico del procedimiento de fabricacién de una composicion proteica lactea
desmineralizada segun la invencion y segun dos vias diferentes de suministro o de fabricacién de la composicion
proteica lactea destinada a ser sometida a etapas de desmineralizacion,

- la figura 2 ilustra los contenidos de minerales, respectivamente, obtenidos a partir de la composicion
desmineralizada de la invencion y de la composicion de la técnica anterior, asi como los maximos reglamentarios
autorizados para estos minerales en una leche infantil,

- la figura 3 representa el espectro de fluorescencia de una solucién pura de alfa-lactoalbumina sometida a
fluctuaciones del pH del procedimiento de la invencién,

- la figura 4 representa un espectro de fluorescencia de una solucién pura de alfa-lactoalbumina sometida a
fluctuaciones del pH del procedimiento de la técnica anterior,

- la figura 5 ilustra el reparto de tamafios de particulas en la composicion de la invencion y en la composicion de la
técnica anterior.

El procedimiento de la invencion consiste esencialmente en la sucesion, en orden de las etapas de ultrafiltracion,
nanofiltracion y electrodialisis de una composicion proteica lactea. Esta composicion proteica lactea podra ser, por
ejemplo, suero que queseria o leche desnatada, pasteurizada, bactofugada y microfiltrada.

En la descripcion que sigue, el empleo de la expresion "técnica anterior" se refiere al procedimiento y a la
composicion desmineralizada asociada obtenida cuando se utilizan resinas de intercambio idnico.

En referencia a la figura 1, se describe en primer lugar la elaboracion de la composicién proteica lactea 1 a partir de
la leche cruda 2. La leche cruda 2 procede preferentemente del sector biolédgico.

La leche cruda 2 es sometida en primer lugar a un desnatado 3 en condiciones estandar con una temperatura de
desnatado de aproximadamente 50°C, seguidamente la leche desnatada 4 es subitamente pasteurizada 5 a una
temperatura de aproximadamente 65°C-68°C durante menos de un minuto. Esta pasteurizacién esta voluntariamente
limitada a esta etapa para evitar la agregacion de las proteinas séricas sobre las micelas de caseina y obtener el
mejor rendimiento proteico en la etapa posterior de microfiltracion.

La leche desnatada y pasteurizada 6 se somete seguidamente a una batofugacion mecanica 7 para asegurar su
purificacion bacteriana y perfeccionar su desnatado. se puede prever alternativamente otra operacion de purificacion
bacteriana como, por ejemplo, una microfiltracion.

La leche desnatada, pasteurizada y bactofugada se somete seguidamente a una etapa de retencién, no
representada, a una temperatura de aproximadamente 50-52°C con el fin de su preparacién para la etapa de

4
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microfiltracion 10.

La composicion de leche desnatada, pasteurizada y bactofugada se proporciona en la Tabla 1 siguiente. La materia
nitrogenada total abarca principalmente las proteinas, péptidos y nitrégeno no proteinico, por ejemplo, urea. En los
resultados que se presentan a continuacion, la materia nitrogenada total es cuantificada por dosificacion de
nitrégeno total por destilacion segun el método Kjeldahl.

Tabla 1: Composicion de leche desnatada, pasteurizada y bactofugada

pH a 20°C 6,6-6,7
Extracto seco (g/l) 90-96
Materia nitrogenada total (en % de extracto seco) 36-39
Fraccién nitrogenada no proteica (g/l) 1,8-2,2
Materia grasa residual (g/l) 0,41
Cenizas (g/l) <9
Lactosa (g/l) 46-50

La microfiltracion 10 es una microfiliracion tangencial cuya membrana ceramica tiene una porosidad de 0,1
micrémetro. Su temperatura de funcionamiento esta comprendida entre 49 y 53°C, preferentemente de 52°C. El
permeado 11 se somete a un enfriamiento 12 y se recupera a una temperatura comprendida entre 10 y 15°C,
preferentemente de 12°C. El permeado 11 enfriado forma asi una composicién proteica lactea 1a procedente de la
leche y se destina a ser sometido a las etapas sucesivas posteriores de concentracion y desmineralizacion que se
describiran con posterioridad.

La composicion proteica lactea 1a obtenida tiene un contenido de extracto seco de aproximadamente 57 a 62 g/kg,
un contenido de materia nitrogenada total de aproximadamente 9 a 12% del extracto seco y un contenido de materia
grasa inferior a 0,5% del extracto seco.

La composicion proteica lactea 1 puede proceder alternativamente de lactosuero de queseria 13 de origen bioldgico
que es sometido a un enfriamiento 14 para ser recuperado a una temperatura comprendida entre 10 y 15°C,
preferentemente 12°C, y formar una composicion proteica lactea 1b.

La composicién proteica lactea 1 que va a ser desmineralizada puede ser por tanto una composicién proteica lactea
1a procedente de leche de origen ecoldgico, o bien una composicion proteica lactea 1b procedente de lactosuero de
queseria de origen ecoldgico. La composicion proteica lactea naturalmente puede no ser de origen ecoldgico.

La composicion proteica lactea 1 es sometida seguidamente a una sucesion de operaciones de membrana. El
ejemplo siguiente se refiere a la desmineralizacion de la composicién proteica lactea 1a procedente de leche 2 de
origen ecolégico.

En primer lugar, la composicién proteica lactea 1a se somete a una operacion de ultrafiliracion 15 en la que se
recupera la materia retenida 16. Esta operacion de ultrafiltracion se asemeja a una pre-concentracion y una primera
desmineralizacion de la composicion proteica lactea 1. Esta operacion de ultrafiltracion 15 se realiza de forma que la
materia retenida 16 presente un contenido de extracto seco superior a 60 g/kg, un contenido de materia grasa
inferior a 0,5% del extracto seco pero, sobre todo, un contenido de materia nitrogenada total al menos igual a un
15% del extracto seco. El contenido de nitratos y nitritos es nulo o casi nulo. Esta operacion permite ademas
aumentar el contenido de materia nitrogenada total y eliminar parcialmente los cationes solubles, lo que da lugar a
una disminucion de la relacién entre los cationes divalentes y el contenido de materia nitrogenada total.

La materia retenida de ultrafiltracion 16 es sometida seguidamente a una operacion de nanofiltracién 17 que permite
concentrar la materia retenida de ultrafiltracion 16 a mas de 19% de extracto seco y, preferentemente, a mas de 21%
de extracto seco. Esta operacion permite optimizar el funcionamiento de la etapa posterior de electrodialisis
asegurando ademas una pre-desmineralizacién con un valor de 30 a 35% en peso de minerales. La materia retenida
de nanofiltracion 18 se recupera y presenta, aparte de un contenido de extracto seco superior a 21%, un contenido
de material nitrogenada total superior a 13,6% del extracto seco, y siempre un contenido de materia grasa inferior a
0,5% del extracto seco.
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La materia retenida de nanofiltracién 18 se somete seguidamente a una operacion de electrodialisis 19 realizada en
condiciones adaptadas para la obtencion de una composicién proteica lactea desmineralizada 20. Durante la
electrodialisis, la materia retenida de nanofiltracion 18 circula en una camara de materia diluida 21. Bajo el efecto de
un campo eléctrico, la materia retenida de nanofiltracion 18 se desmineraliza y los iones pasan a una camara de
concentrado 22 y atraviesan de manera selectiva membranas anionicas o catidnicas 23. La circulacién de materia
retenida de nandfiltracién 18 se efectia hasta que se alcance el nivel de desmineralizacién para una conductividad
comprendida ente 0,3 y 0,5 mS/cm, preferentemente entre 0,3 y 0,4 mS/cm, para obtener rendimientos de
desmineralizacion incluso mejores.

El lactosuero desmineralizado 20 tiene un contenido de extracto seco de aproximadamente 192 a 194 gramos por
kilogramos, en cualquier caso superior a 190 gramos por kilogramo, un contenido de materia grasa inferior a 0,5%
de estrato seco, un contenido de materia nitrogenada de aproximadamente 15 a 16% del extracto seco, en cualquier
caso al menos igual a 14% de extracto seco, un contenido de lactosa inferior a 83% del extracto seco y un contenido
de cenizas inferior a 1% del extracto seco, preferentemente inferior a 0,7% del extracto seco. El contenido de
nitratos y nitritos es nulo o casi nulo.

La Tabla 2 siguiente pone de manifiesto el sinergismo de las operaciones de nanofiltracién y electrodialisis. A partir
de una composicién proteica lactea 1 (columna 1) obtenida a partir de leche cruda de origen ecolégico que ha sido
sometida al tratamiento anteriormente descrito, y conociendo los porcentajes respectivos de desmineralizacion para
la nanofiltracion (columna 2) y para la electrodialisis (columna 4), se calculan los contenidos tedricos de un
lactosuero desmineralizado (columna 5). Estos contenidos tedricos corresponden a la suma de los porcentajes de
desmineralizacion de la nandfiltracion y la electrodialisis. En la columna 6 se recogen los contenidos de minerales
efectivamente obtenidos después del paso por la nandfiltracion y la electrodialisis en el contexto del procedimiento
de la invencion.

Tabla 2: Exposicién del sinergismo de las etapas de nandfiltracion y electrodialisis

Composicion % de % de Lactosuero Lactosuero
proteica lactea | desmineralizacién | desmineralizacién | desmineralizado | desmineralizado
(1a) por nanofiltracién | por electrodialisis tedrico segun el
procedimiento
de la invencion
Calcio (mg/kg de 5010 2,5 37,3 3066 651
extracto seco)
Magnesio (mg/kg 1095 3,2 247 798 208
de extracto seco)
Potasio (mg/kg de 24585 35,6 71,0 4593 313
extracto seco)
Sodio (mg/kg de 5920 36,8 54,5 1703 339
extracto seco)
Fosforo (mg/kg 5615 -7,5 45,0 3321 990
de extracto seco)

La Tabla 3 siguiente expone las composiciones minerales de lactosueros desmineralizados hasta un valor de 90%
de la técnica anterior y de la invencion, asi como su relacion respectiva de contenidos de calcio y fosforo.

Tabla 3: Composiciones minerales de composiciones proteicas lacteas desmineralizadas de la técnica anterior y de
la invencion; comparacion de las relaciones de los contenidos de calcio y fésforo

Técnica Técnica Invencion 1 Invencién 2 Invencién 3 Invencién 4
anterior 1 anterior 2 (mg/kg MAT) (mg/g MAT) (mg/g MAT) (mg/g MAT)
(mg/100 mg) | (mg/100 mg)
Sodio 7 80 3,63 2,48 2,35 5
Potasio 3,5 185 3,30 2,59 1,80 55
Calcio 15 30 7,66 5,78 4,71 11

6
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Magnesio 8 16,5 2,14 1,64 1,38 3
Fésforo 85 100 7,62 7,15 6,86 8,5
Cloruros 30,5 15 1,25 1,45 1,14 1,7
Cenizas 04% de ES 0,9% de ES 0,6% de ES 0,4% de ES 0,4% de ES -
Relacion 0,49 0,3 1,01 0,81 0,69 1,29
Ca/P

Técnica anterior 1: Lactosuero desmineralizado ecoldgico en polvo obtenido mediante un primer procedimiento que
comprende pasos sobre resinas de intercambio iénico

Técnica anterior 2: Lactosuero desmineralizado en polvo obtenido mediante un segundo procedimiento que
comprende pasos sobre resinas de intercambio iénico

Invencioén 1: Lactosuero desmineralizado liquido obtenido a partir de una composicién proteica lactea procedente de
leche de origen ecoldgico; conductividad al final de la electrodialisis: 0,5 mS/cm; sin ajuste del pH; resultados
expresados en miligramos por gramo de materia nitrogenada total

Invencion 2: Lactosuero desmineralizado liquido obtenido a partir de una composicién proteica lactea procedente de
leche de origen ecoldgico; conductividad al fin de la electrodidlisis: 0,4 mS/cm; sin ajuste del pH; resultados
expresados en miligramos por gramo de materia nitrogenada total

Invencioén 3: Lactosuero desmineralizado liquido obtenido a partir de una composicién proteica lactea procedente de
leche de origen ecoldgico; conductividad al fin de la electrodialisis: 0,35 mS/cm; sin ajuste del pH; resultados
expresados en miligramos por gramo de materia nitrogenada total

Invencion 4: Extrapolacion de los resultados de las invenciones 1, 2 y 3 para una conductividad al final de la
electrodialisis de 0,7 mS/cm; resultados expresados en miligramos por gramo de material nitrogenada total

Se comprueba en las Tablas 2 y 3 que el procedimiento de la invencion permite obtener una composicion proteica
lactea desmineralizada de hasta 90% mediante una sucesion de procedimientos de membrana sin utilizar resinas de
intercambio cationico ni resinas de intercambio anidnico.

Se comprueba ademas con respecto a la Tabla 2 anterior que los grados de desmineralizacion reales obtenidos
mediante el procedimiento de la invenciéon son al menos cuatro veces superiores a los teéricamente calculados.

Se comprueba ademas que el lactosuero desmineralizado de la invencion tiene ventajosamente un contenido de
fésforo bajo y un contenido de calcio suficientemente controlado para que la relacion de los contenidos de calcio y
fésforo esté comprendida entre 0,65 y 1,29. Esta relacion se aproxima a la de la leche, que es de aproximadamente
1,25, contrariamente a los lactosueros desmineralizados de los dos procedimientos de la técnica anterior que
presentan relaciones respectivas de calcio sobre fosforo de 0,49 y 0,3.

La obtencion de una relacion mas elevada de los contenidos de calcio y foésforo permite ventajosamente limitar la
cantidad de minerales que van a ser afiadidos durante la elaboracién posterior de la leche infantil.

La figura 2 ilustra el contenido de ciertos minerales (sodio, potasio, calcio, fosforo, magnesio y cloruros) expresado
en peso por 100 kcal en una mezcla constituida por una composicion proteica lactea desmineralizada y leche, antes
de cualquier complemento de minerales, con el fin de elaborar una leche infantil para la primera edad. Los
resultados con la referencia 30 se refieren al caso en que la composicion proteica lactea desmineralizada es la de la
invencion, y los resultados con la referencia 31 se refieren al caso en que la composicidon proteica lactea
desmineralizada es la de la técnica anterior. Estan representados también en esta figura los valores maximos
reglamentarios autorizados para estos minerales (referencia 32) en una leche infantil de la primera edad. Se
comprueba que la composicion proteica lactea desmineralizada de la invencion, cuando se mezcla con leche con el
fin de obtener una leche infantil, por ejemplo, una leche para la primerea edad, tiene un perfil de minerales bastante
inferior a los valores maximos reglamentarios autorizados. Estos resultados ilustran también la elevada latencia
posible para afiadir algunos minerales segun el tipo de leche infantil pretendida, sin sobrepasar los valores maximos
autorizados.
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El procedimiento de la invencion descrito en este ejemplo de realizacién se aplica a la desmineralizacion de
cualquier composicién proteica lactea.

El procedimiento de la invencién permite realizar una nueva linea de produccién de una composicién proteica lactea
desmineralizada de hasta 90% con un perfil de minerales especifico y compatible con la formulacién de leche
infantil, todo ello Unicamente mediante procedimientos de membranas de filtracion y de desmineralizacion. La
composicion proteica lactea desmineralizada obtenida respeta, por tanto, los requisitos idnicos especificos,
particularmente para servir como ingrediente para la fabricacion de leche infantil. El procedimiento de la invencion no
necesita una adicion auxiliar tecnolégica que modifique la composicién intrinseca del producto. La ausencia de
resinas de intercambio iénico permite que la composicién proteica lactea desmineralizada obtenida cumpla con las
condiciones descritas en el reglamento europeo CE 889/2008 que rigen la fabricacion de productos transformados
de origen ecoldgico, con la Unica condicién de que la leche cruda o el suero de queseria utilizados para fabricar la
composicion proteica lactea procedan de la agricultura ecolégica.

El solicitante ha comprobado sorprendentemente que el procedimiento de la invencion daba lugar a consecuencias
ventajosas en la composicion proteica lactea desmineralizada obtenida mas alla del objetivo primero de realizar una
composicion lactea desmineralizada sin utilizar resinas de intercambio iénico.

En efecto, se comprobo en primer lugar que la proporcion de proteinas nativas en la composicion proteica lactea
desmineralizada de la invencién es bastante superior a la proporcién de proteinas nativas presentes en la
composicion desmineralizada de la técnica anterior. Dicho de otro modo, la proporciéon de desnaturalizaciéon de
proteinas en la composicion proteica lactea desmineralizada de la invencidon es bastante inferior al grado de
desnaturalizacién de las proteinas en la composicion desmineralizada de la técnica anterior.

Esta baja proporcion de la desnaturalizacion esta directamente asociada al procedimiento de la invencion que no
implica una variacién importante del pH ni un tratamiento térmico sustancial, como se demuestra a continuacion.

Las figuras 3 y 4 presentan, respectivamente, para una composicion proteica desmineralizada de la invencién y para
la composicion desmineralizada de la técnica anterior, los espectros de fluorescencia intrinseca para una solucién
pura de alfa-lactoalbumina a la que son aplicadas las fluctuaciones de pH del procedimiento de la invencion y del
procedimiento de la técnica anterior. Estas figuras reflejan la fluorescencia emitida durante la excitacion de
aminoacidos "triptéfano” presentes en la alfa-lactoalbimina.

En el procedimiento de la invencion en el que no se realiza ajuste alguno del pH, el pH fluctia de aproximadamente
6,7 a 5,3.

En referencia a la figura 3, la curva de referencia 33 representa el espectro de fluorescencia de la solucién de alfa-
lactoalbumina a pH 6,7. Esta curva presenta un valor lambda maximo de 329 nandmetros, caracteristico del estado
nativo de esta proteina. La curva de referencia 34 representa el espectro de fluorescencia de la solucion de alfa-
lactoalbumina a un pH de 5,3. Se comprueba que el aspecto del espectro cambia ensanchandose y presentando
una intensidad maxima de fluorescencia disminuida. Esta modificacién del espectro ilustra un cambio de estructura
de las construcciones proteicas caracteristica de un fendmeno de agregacion proteica.

La curva de referencia 35 representa el espectro de fluorescencia de la solucién de alfa-lactoalbimina cuando el pH
de 5,3 es elevado a 6,7, con el fin de verificar el caracter reversible de las modificaciones de las construcciones
proteicas. Se comprueba por tanto que el aspecto de la curva se hace idéntico y superponible a la curva inicial 33.
En particular, la intensidad maxima de la fluorescencia es nuevamente de 329 nanémetros.

Estos resultados ilustran que, si la acidificacion a un pH minimo de 5,3 conduce a un fenémeno de agregacion
proteica, esta agregacion es completamente reversible. Por tanto, la estructura de las proteinas en la composicion
desmineralizada de la invencion que es sometida a una acidificacion débil a un pH de 5,3, esta totalmente protegida.

En el procedimiento de la técnica anterior, en el que se utilizan resinas de intercambio iénico, el pH fluctia desde
aproximadamente 6,5 hasta un pH minimo comprendido entre 2, y 2,5 antes de ser ajustado a 6,5. El procedimiento
de la técnica anterior implica también llevar a cabo un tratamiento térmico superior a 90°C, como se detallara mas
adelante.

En referencia a la figura 4, la cura 36, como la curva 33 de la figura 3, representa el espectro de fluorescencia de la
solucion de alfa-lactoalbumina a pH 6,7 y presenta una longitud de onda de emisiéon maxima de 329 nanémetros. La
curva 37 ilustra el espectro obtenido cuando la solucién de alfa-lactoalbumina es llevada a un pH de 2,4, y la curva
38 ilustra el espectro obtenido cuando la solucion de alfa-lactoalbumina a pH 2,4 es sometida a un tratamiento
térmico de 95°C.
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Se comprueba que, si las curvas 37 y 38 se superponen, presentan una diferencia con respecto a la curva 36 que
lleva la longitud de onda de emisién maxima a 334 nanémetro. Esta diferencia hacia longitudes de onda de emision
maximas mas elevadas ilustra el despliegue parcial de la estructura unitaria proteica.

La curva 39 representa el espectro de fluorescencia de la solucién de alfa-lactoalbumina cuando el pH de 2,4 con el
tratamiento térmico (curva 38) e elevado a 6,5.

Se comprueba que la curva 39 no es superponible con la curva inicial 36, siendo la intensidad de la fluorescencia
inferior y siendo disminuida la longitud de onda maxima a aproximadamente 324 nanémetros.

Resulta que las modificaciones de la estructura proteica inducidas por la acidificacion a un pH de 2,4 con o sin
tratamiento térmico no son reversibles para la composicion desmineralizada de la técnica anterior, lo que se plasma
en una pérdida del estado nativo de la proteina.

Ademas de las variaciones de pH bastante menos considerables en el procedimiento de la invencién respecto al
procedimiento de la técnica anterior, las variaciones de temperaturas a las que son sometidas las proteinas en el
procedimiento de la invencion son también menos considerables que en el procedimiento de la técnica anterior, lo
que garantiza la conservacion de la estructura nativa de las proteinas.

En el procedimiento de la invencion, se aplica una temperatura de aproximadamente 65°C-68°C durante la
pasteurizacion de la leche desnatada, y seguidamente la temperatura se lleva a 10°C-12°C durante la
desmineralizacion. De forma opcional, puede ser aplicada una etapa de pasteurizacion a 72°C durante algunos
segundos a la composicién desmineralizada. En el procedimiento de la técnica anterior, la utilizacion como materia
prima de un lactosuero de queseria necesita una primera operacion de pasteurizacién realizada a una temperatura
superior a 72°C y seguidamente, después de una desmineralizacion, se efectia una segunda etapa de
pasteurizacion a una temperatura superior a 90°C.

Si se consideran las temperaturas de termo-desnaturalizacién irreversibles de tres especies proteicas principales
presentes en la fase soluble de la leche, a saber, suero de albumina bovino, alfa-lactoalbumina y beta-lactoglobulina,
respectivamente de 63°C, 69°C y 72°C, se comprueba que las temperaturas del procedimiento de la invencion son
inferiores a las temperaturas de desnaturalizacién de alfa-lactoalbimina y beta-lactoalbdimina. De esto resulta que el
estado de estas proteinas no es modificado mediante el procedimiento de la invencién. Inversamente, las
temperaturas del procedimiento de la técnica anterior conducen a una modificacion de las estructuras de estas tres
especies proteicas.

Se hace referencia a la Tabla 4 siguiente, que expone resultados analiticos de dosificaciones proteicas que permiten
caracterizar los contenidos de proteinas en su estado nativo y su grado de agregacion.

La composicién proteica de las composiciones proteicas lacteas desmineralizadas se determind por medio de un
método quimico (dosificacion de nitrogeno mediante la técnica de Kjeldahl) y por medio de cromatografia liquida de
fase inversa realizada a través de analisis en diferentes condiciones operatorias.

La composicion de proteinas solubles se determind mediante cromatografia en fase liquida a continuacion de la
eliminacion de las proteinas desnaturalizadas y caseinas residuales mediante precipitacion a un pH de 4,6. Este
analisis permite determinar los contenidos de proteinas presentes en su estado nativo.

El analisis de las proteinas totales se determin6é también después de la disociacion de los agregados. Esta técnica
permite en particular medir la desnaturalizacion proteica global de la muestra (grado de agregacion), pero también la
de las proteinas individuales.

Los resultados de la tabla 4 se exponen también para las proteinas mas representativitas, a saber, la beta-
lactoglobulina y la caseina kappa, las 2 proteinas sensibles al calor que se agregan conjuntamente bajo el efecto de
los tratamientos térmicos, asi como para la alfa-lactoalbumina, que es la proteina de interés nutritivo en la nutricion
infantil.

Tabla 4: Resultados analiticos de dosificaciones proteicas en la composicion de la invencién y en la composicion de
la técnica anterior
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Composiciéon desmineralizada de la | Composicion desmineralizada de la

invencion técnica anterior
Fraccion nitrogenada soluble a pH = 96% 69%
4,6 (con respecto a la fraccion
nitrogenada total)
% de proteinas nativas (con 93-97% < 85%
respecto al % de proteinas totales)
Grado de agregacion de beta- <8% 15%
lactoglobulina (con respecto a la
beta-lactoglobulina total)
Grado de agregacion de caseina <20% 55%
kappa (con respecto a la caseina
kappa total)
Grado de agregacion de alfa- <5% No determinado
lactoalbumina (con respecto a alfa-
lactoalbumina total)

Esta confirmado por los resultados expuestos en la Tabla 4 que el porcentaje de proteinas nativas en la composicion
desmineralizada de la invencién es netamente superior al de la composicién de la técnica anterior. Se comprueba
ademas de el grado de agregacion de beta-lactoglobulina y de caseina kappa son bastante bajos en la composicion
de la invencién. finalmente, el grado de agregacion de alfa-lactoalbumina es también bajo.

Se hace referencia a la figura 5 que ilustra el tamafio de las particulas presentes en la composicion de la invencion
(curva 41) y en la composicion de la técnica anterior (curva 42). El tamafio de las particulas se mide mediante la
técnica de granulometria. En la composicion de la invencién, se observa una distribucion de tamafio de particulas
bastante homogénea, con una poblaciéon muy mayoritaria de particulas de tamafio pequefio y un pico muy reducido
correspondiente a particulas (o agregados particulares) de tamafio un poco superior. El diametro medio de tipo D4,3
es de 0,19 micrometros y un 50% de las particulas (en volumen) tienen un tamafio inferior a 0,14 micrometros.

Por el contrario, la distribucién de tamafo es bimodal para la composiciéon de la técnica anterior, con una poblacién
de tamafio pequefio y una poblacion correspondientes a agregados grandes. Estos datos se encuentran en los
tamafios caracteristicos, con un diametro medio de tipo D4,3 de 5,17 micrometros y, respectivamente, 50% y 90%
de las particulas (en volumen) que tienen un tamafio superior a 0,75 micrémetros y 11,8 micrometros.

Estos resultados se enmarcan en la continuidad de la conservacion de la estructura proteica que resulta del
procedimiento de la invencioén, ya que se ha comprobado que la mayor parte de las particulas de la composicion de
la invencién no estan agregadas mientras que, por el contrario, en la composicion de la técnica anterior, ademas de
ser sometidas a una desnaturalizacién, las proteinas las proteinas estan en gran parte entre ellas en forma de
agregados.

Por tanto, se ha demostrado en lo que antecede que las proteinas séricas de la composicidon desmineralizada de la
invencion estaban mayoritariamente conservadas en su estado nativo, no agregadas. Por el contrario, las proteinas
séricas de la composicion de la técnica anterior estan en un estado parcialmente desnaturalizado y agregado, con
una mezcla de proteinas individuales y de agregados de mayor tamafio.

Resulta una diferencia de comportamiento de las proteinas séricas de la composicion de la invencion y de la
composicion de la técnica anterior y, mas particularmente, una diferencia de interacciéon con las micelas de caseina
aprobadas por el ingrediente de leche de la formula infantil.

Esta diferencia de estado estructural de las proteinas séricas va a tener un impacto sobre su capacidad para
interactuar con la estructura micelar durante la etapa de tratamiento térmico previa a la deshidratacion de la leche
infantil.

En efecto, las proteinas séricas nativas tienen una capacidad mas considerable de fijacion a la superficie de la
construccion micelar que las proteinas séricas desnaturalizadas agregadas. La homogeneidad y el grosor del manto
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sérico en la superficie micelar sera por tanto mas considerable en el caso de la composicién de la invencion, lo que
podrian tener un impacto sobre la accesibilidad de las micelas de caseinas, retrasar su degradaciéon por enzimas
digestivas en el tracto gastrointestinal y tienen un impacto sobre el nivel de alergenicidad de las caseinas,
reduciendo de hecho la alergenicidad de la composicién de la invencion.

La Tabla 5 siguiente expone los contenidos de aminoacidos esenciales de interés nutritivo principal (histidina,
triptéfano, tirosina y leucina), a aminoacidos esenciales de interés nutritivo principal (histidina, triptéfano, tirosina y
leucina), de aminoacidos esenciales y semiesenciales y de aminoacidos ramificados en la composicion
desmineralizada de la invenciéon y en la composicion desmineralizada de la técnica anterior. El contenido de
aminoacidos esenciales es un parametro particularmente importante en la leche infantil, ya que el lactante no tiene
capacidad de sintetizarlos; por tanto, estos deben ser aportados a través de la alimentacién, mas particularmente
antes de la fase de diversificacion alimentaria.

Tabla 5: Contenidos de aminoacidos esenciales de interés nutritivo principal, de aminoacidos esenciales y
semiesenciales y de aminoacidos ramificados en la composicién de la invencion y en la composicion de la técnica
anterior

Composicion de la Composicion de la técnica Diferencia
invencion anterior

Histidina 2,30 £ 0,05 1,89 £ 0,05 +22%
Triptéfano 2,20+0,14 1,85+ 0,25 +19%
Tirosina 3,23+0,15 2,68+0,14 +21%
Leucina 12,10 £ 0,23 10,84 £ 0,12 +12%
Aminoacidos esenciales y 56,5+0,5 54,4 +0,4 +4%
semiesenciales

Aminoacidos ramificados 22,4 21,8 +3%

Se comprueba que la composiciéon de la invencion tiene un considerable contenido de aminoacidos esenciales,
particularmente en lo que se refiere a los de interés nutritivo principal.

Este resultado es particularmente importante para el triptéfano. En efecto, la reglamentacion prohibe complementar
triptéfano en todas sus formas en las leches infantiles bioldgicas. Pues bien, el triptéfano esta presente en una
cantidad considerable en la leche materna y participa activamente en el buen desarrollo de la nutricion. Por tanto, la
composicion de la invencion se aproxima de forma natural a la composicion de la leche materna, también desde el
punto de vista del contenido de triptéfano.

Ademas, el triptéfano se describe como precursor de la serotonina y la melatonina. El triptéfano intervendria asi de
forma positiva sobre la regulacién del suefio y del estrés, asi como sobre la concentracion.

finalmente, se realizaron andlisis granulométricos sobre la materia grasa que forma la materia sobrenadante,
después de una centrifugacion, de una leche infantil reconstituida, siendo elaborada ésta a partir de la composicion
de la invencién o de la composicion de la técnica anterior.

El tamafo de las particulas se mide mediante la técnica de granulometria, que permite medir el tamafio de gotitas
lipidas individuales cuando la medicion se hace en presencia de SDS, y el tamafio de los agregados y las gotitas
lipidas en el caso de que haya floculacion (medicidén en agua, Unicamente). En este Ultimo caso, los resultados se
expresan en D4,3 (en micrometros) que aumentan con el grado de agregacion de las gotitas.

Se determiné que el diametro medio de tipo D4,3 para la composicién de la invencion es de 0,75 + 0,03 micrometros,
mientras que el diametro medio de tipo D4,3 para la composicién de la técnica anterior es de 4,59 = 0,05
micrometros. Se comprueba asi que el fendmeno de floculacién es bastante menos considerable en una leche
infantil reconstituida, elaborada a partir de la composicion de la invencién, encontrandose la mayoria de los glébulos
grasos en un estado individualizado. Inversamente, en una leche reconstituida elaborada a partir de la composicion
de la técnica anterior, se observa una proporcion no despreciable de agregados de glébulos grasos.

Se determino también que el tamafo medio de los glébulos grasos individuales para la composicion de la invencion
es de 0,51 + 0,02 micrometros, mientras que el tamafio medio de los glébulos grasos individuales para la
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composicion de la técnica anterior es de 0,59 * 0,02 micrometros.

Se obtiene como resultado una estabilidad mas considerable en una leche infantil reconstituida a partir de la
composicion de la invencion. Esta organizacion mas favorable de la materia grasa esta asociada sin duda a la menor
desnaturalizacion proteica durante el procedimiento de la invencion y a la interaccion privilegiada de las proteinas de
la composicion con las construcciones micelares, como se expuso con anterioridad.

Por tanto, se ha demostrado en lo que antecede que, ademas de los efectos ventajosos, sobre la calidad de las
proteinas, el procedimiento de la invencion y la composicion desmineralizada resultante participan también de una
mejor funcionalidad del producto acabado.

Las cualidades anteriormente expuestas de la composicion de la invenciéon estan asociadas principalmente al hecho
de que el procedimiento de la invencion no implica acidificacién ni tratamiento térmico excesivos que alteren la
naturaleza de las proteinas y los demas constituyentes de la materia prima.

Permaneciendo en el contexto de la invencion, la composicion desmineralizada anteriormente descrita podria ser
obtenida mediante un procedimiento distinto al anteriormente descrito, con la condicién en particular de que este
ultimo respecte las bajas fluctuaciones del pH y la temperatura.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de fabricacién de una composicién proteica lactea desmineralizada, caracterizado por que
comprende al menos una de las etapas de:

- preparacion (2, 3, 5, 7, 9, 10, 12) o suministro de una composicion proteica lactea (1, 1a, 1b),

- ultrafiltracion (15) de dicha composicién proteica lactea (1),

- nanofiltracion (17) de la materia retenida de ultrafiltracion (16) obtenida en la etapa anterior, y

- electrodialisis (19) de la materia retenida de nanofiltracion (18) obtenida en la etapa anterior,

estando desprovisto dicho procedimiento de cualquier etapa de paso sobre resinas de intercambio iénico.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que la materia retenida de ultrafiltracion (16) tiene un
contenido de materia nitrogenada total al menos igual a 14% del extracto seco.

3. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado por que la composicion proteica
lactea (1) es suero de queseria (13).

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, caracterizado por que el suero de queseria (13) procede de la agricultura
ecoldgica.

5. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado por que la composicién proteica
lactea (1) procede de un procedimiento que comprende al menos las etapas de:

- suministro de leche cruda (2),

- desnatado (3), pasteurizacion (5) y purificacion bacteriana (7) de dicha leche cruda (2),

- microfiltracion sobre membrana (10) de la leche obtenida en la etapa anterior, y

- recuperacion del permeado de microfiltracion (11) que forma la composicién proteica lactea (1a).

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5, caracterizado por que la membrana de microfiltracion tiene una
porosidad comprendida entre 0,1 y 0,2 micrémetros.

7. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 y 6, caracterizado por que la leche cruda (2)
procede de la agricultura ecolégica.

8. Composicion proteica lactea desmineralizada, caracterizada por que puede ser obtenida mediante el
procedimiento seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

9. Composicion proteica lactea desmineralizada segun la reivindicacion 8, caracterizada por que la relacion entre los
contenidos de calcio y de fosforo es superior a 0,65.

10. Composicion proteica lactea desmineralizada segun la reivindicacion 9, caracterizada por que comprende:
- calcio en un contenido inferior a 11 miligramos por gramo de materia nitrogenada total,

- sodio con un contenido inferior a 5 miligramos por gramo de materia nitrogenada total,

- magnesio con un contenido inferior a 3 miligramos de por gramo de materia nitrogenada total,

- potasio con un contenido inferior a 5,5 miligramos por gramo de materia nitrogenada total,

- cloruros con un contenido inferior a 1,7 migramos por gramo de material nitrogenada total, y

- fésforo con un contenido inferior a 8,5 miligramos por gramo de materia nitrogenada total.
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11. Composicion proteica lactea desmineralizada segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 y 10, caracterizada
por que comprende:

- calcio con un contenido inferior a 7,7 miligramos por gramo de materia nitrogenada total,

- sodio con un contenido inferior a 3,65 miligramos por gramos de materia nitrogenada total,

- magnesio con un contenido inferior a 2,15 miligramos por gramo de materia nitrogenada total,
- potasio con un contenido inferior a 3,70 miligramos por gramo de materia nitrogenada total,

- cloruros con un contenido inferior a 1,5 miligramos por gramo de materia nitrogenada total, y
- fésforo con un contenido inferior a 7,7 miligramos por gramo de materia nitrogenada total.

12. Composiciéon proteica lactea desmineralizada segun la reivindicacion 8, caracterizada por que tiene un
porcentaje de proteinas nativas con respecto a las proteinas totales que es superior a 85.

13. Composicion proteica lactea desmineralizada segun la reivindicacion 12, caracterizada por que tiene un
porcentaje de proteinas nativas con respecto a las proteinas totales que es superior a 90.

14. Composicion proteica lactea desmineralizada segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 y 13,
caracterizada por que el grado de agregacion de la proteina A - lactoalbumina en dicha composicion es inferior a
5%.

15. Composicion proteica lactea desmineralizada segun la reivindicacion 8, caracterizada por que el diametro medio
de tipo D4,3 de las particulas de dicha composicion es inferior a 0,3 micrometros.

16. Composicion proteica lactea desmineralizada segun la reivindicacion 15, caracterizada por que el diametro
medio de tipo D4,3 de las particulas de dicha composicién es inferior a 0,2 micrometros y por que al menos un 40%
de las particulas en volumen tienen un tamafo inferior a 0,15 micrometros.

17. Utilizacion de una composicion proteica lactea desmineralizada segin una cualquiera de las reivindicaciones 8 a
16, en la que dicha composicion proteica lactea desmineralizada es utilizada como ingrediente para la elaboracion
de una leche infantil.

18. Utilizacion segun la reivindicacion 17, caracterizada por que la leche infantil procede de la agricultura ecoldgica.
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