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CONCENTRAT OU ISOLAT DE PROTEINES SOLUBLES DE LAIT STABLE AU COURS DES TRAITEMENTS

THERMIQUES, ET PROCEDE D'OBTENTION.

@ La présente invention concerne un procédé de prépa-
ration d'un concentrat ou isolat de protéines solubles de lait,
qui soit stable au cours des traitements thermiques imposé
aux produits dans lesquels il est intégré. L'invention
concerne encore le concentrat ou l'isolat obtenu par un tel
procédé.

A cet effet, le procédé selon l'invention comprend essen-
tiellement des étapes d'obtention de protéines solubles de
lait sous forme d'un concentrat ou d'un isolat obtenu par une
méthode incluant la séparation physique par filtration des
composants du lait, de séparation physique des protéines
en une fraction (F1) contenant I'alpha lactalbumine, Immu-
noglobulines, lactoferrine, BSA et une fraction (F2) conte-
nant la béta lactoglobuline, de dénaturation de la béta
lactoglobuline de la fraction (F2), de mélange de la fraction
(F1))et de la fraction (F2) dénaturée.
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La présente invention se situe dans les domaines techniques de I’alimentaire et
de la nutrition santé et concerne un procédé de préparation d’un concentrat ou isolat
de protéines solubles de lait, stable au cours des traitements thermiques, ainsi que le
concentrat ou I’isolat obtenu par un tel procédé.

Les protéines laitiéres sont divisées en deux groupes: les caséines et les
protéines solubles. On entend par protéines solubles les protéines dites majeures, par
référence a leur concentration, qui sont 1’alpha lactalbumine et la béta lactoglobuline,
et des protéines dites mineures qui sont la sérum albumine (BSA pour Bovine sérum
albumine), la lactoferrine, les immunoglobulines dont 1I'IgG et des facteurs de
croissance.

Les protéines solubles du lait présentent des propriétés fonctionnelles et
nutritionnelles tres intéressantes en nutrition infantile, clinique, diététique et sportive.
Leur valorisation dans ces domaines est en plein développement.

I1 existe aujourd’hui sur le marché deux sources de protéines solubles du lait :
la premiere source comprend les concentrats et les isolats de protéines obtenues a
partir du traitement d’un lactosérum. La seconde source comprend les concentrats et
les isolats de protéines obtenues a partir du traitement du lait. Les concentrats
présentent une teneur en protéine comprise entre 35 et 80%, en particulier 75%. Les
isolats sont plus concentrés et présentent une teneur en protéines supérieure a 80%, en
particulier 90%.

Dans le cas de la premiére source, les protéines sont obtenues a partir du
lactosérum qui est un co-produit de I’industrie laitiere résultant de la fabrication du
fromage. Le lactosérum est obtenu suite a la mise en ceuvre de traitements thermiques,
enzymatiques, chimiques ou d’un mixte, aboutissant a la coagulation du lait et la
précipitation de la caséine sous forme de caill¢. Différentes méthodes peuvent ensuite
étre mises en ceuvre sur le lactosérum obtenu afin de séparer les protéines des autres
substances qu’il contient, tels que les sels minéraux et le lactose. Parmi ces méthodes
connues, on retiendra les méthodes de séparation par filtration sur membranes, telles

que l'ultrafiltration ou la nanofiltration.
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Dans le cas de la seconde source, les protéines sont obtenues directement de la
phase soluble du lait par une méthode de séparation physique des composants du lait,
telle que la microfiltration, sans traitement enzymatique, thermique ou chimique.
Cette phase soluble se présente sous la forme d’un liquide parfaitement limpide
contenant les protéines, le lactose, des sels minéraux et organiques et de I’eau. C’est
alors a partir de cette phase soluble que sont mises en ceuvre les méthodes de
séparation physiques par membranes évoquées précédemment permettant d’isoler les
protéines. Parmi les avantages a ne pas utiliser un lactosérum en tant que source de
protéines on relevera 1’absence de résidus protéiques liés aux techniques de la
fabrication du fromage, tels que des peptides de caséine (caséino-macropeptide) et de
certaines protéoses peptones. Les caséino-macropeptides sont des molécules qui
résultent de la dégradation enzymatique de la caséine présente dans le lait lors de la
fabrication des fromages (hydrolyse de la caséine Kappa) et se retrouvent alors dans le
lactosérum. Ces composés ont une composition en acides aminés qui diminue alors
I’intérét nutritionnel de I’1solat de protéines. D’une maniere générale, les traitements
appliqués lors de la fabrication des fromages aboutissent a des lactosérums
extrémement variables en termes de composition en protéines et en acides aminés ce
qui rend la standardisation des compositions incorporant ces concentrats ou isolats de
protéines de lactosérum tres difficile.

Le procédé d’obtention d’un tel concentrat de protéines solubles directement a
partir du lait, et non d’un lactosérum, est décrit dans le brevet frangais n° FR
2809 595. Ce procédé est particulierement avantageux. Comme mentionné
précédemment, il fait intervenir des étapes de filtration membranaire sans aucune
étape de réaction enzymatique, chimique ou thermique. En conséquence, la fraction
contenant les protéines sériques obtenue en fin de procédé de fabrication ne se trouve
pas contaminée par des résidus protéiques au contraire des concentrats ou isolats de
lactosérum. Ainsi, selon ce procédé, le lait écrémé, ou demi écrémé, apres avoir
éventuellement subi une étape de pasteurisation, est traité par microfiltration afin
d'éliminer la caséine, les matieéres grasses résiduelles et les bactéries et de ne
conserver que la phase soluble contenant les protéines natives. Le perméat de
microfiltration subit alors une étape d'ultrafiltration et/ou de nanofiltration dans le but
de concentrer les protéines. L’ensemble du procédé se déroule a basse température,

c'est-a-dire des températures non dénaturantes pour les protéines, et permet
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avantageusement la conservation des protéines sous leur forme native. Les concentrats

obtenus selon ce procédé présentent la composition suivante, exprimée en poids :

- protéines solubles de lait : 10-80 %,
- matieres minérales : 1-5%,

- sodium : 0,02-0,4%,

- potassium : 0,1-1,5 %

- matiere grasse : moins de 0,4 %.

On observe que les compositions en protéines et en acides aminés de ces
concentrats sont constantes. De plus, ils présentent un taux de thréonine plus bas que
celui observé dans un isolat de lactosérum ainsi qu’un taux de tryptophane plus élevé
ce qui les rend particuliérement adaptés en nutrition infantile. Tous ces avantages sont
mentionnés dans le brevet frangais n® FR 2 809 595.

Siun tel concentrat ou isolat de protéines obtenu a partir de la phase soluble du
lait, et non du lactosérum, est avantageux pour toutes les raisons mentionnées
précédemment, il présente toutefois I’inconvénient de ne pas étre stable lors des
traitements thermiques tels que les traitements de stérilisation imposés aux produits
dans lesquels il est incorporé, par exemple les boissons avant traitement U.H.T., ou
lors de son ajout dans tout autre produit alimentaire devant étre chauffé, par exemple
une puree ou une soupe.

En effet, au-dessus d’une certaine température, en particulier au-dessus de
80°C, la béta lactoglobuline induit des phénomenes de coagulation dans le produit
dans lequel elle se trouve, en fonction de sa concentration, du pH et la force ionique
du milieu. Le produit présente alors une texture hétérogeéne, non conforme aux
attentes et non adaptée a sa consommation, avec un aspect floculé pouvant aller
jusqu’a la gélification. Ceci est particulierement observé dans les boissons liquides
stérilisées thermiquement, c’est a dire a des températures au-dela de 70°C et pouvant
s’é¢tendre a 90°C. Un phénomene de coagulation est un phénomene par lequel un
milieu se prend en une masse solide. Cela s’explique par le fait que la chaleur
provoque la dénaturation des protéines qui s’agreégent entre elles et précipitent,
entrainant ainsi la coagulation.

La présente invention a ainsi pour but de résoudre le probleme évoqué au

paragraphe précédent et de proposer un concentrat ou isolat de protéines solubles de
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lait, ainsi qu’un procédé en permettant I’obtention, qui soit stable face aux traitements
thermiques que subissent les produits dans lesquels il est intégré c’est-a-dire qui ne
provoque pas de phénomenes de coagulation suite a de tels traitements imposés.

A cet effet, I’invention concerne un procédé d’obtention d’un concentrat ou
isolat de protéines solubles de lait, stable face aux traitements thermiques, comportant
les étapes suivantes:

a) obtention de protéines solubles de lait sous forme d’un concentrat ou d’un
isolat obtenu par une méthode incluant la séparation physique par filtration des
composants du lait,

b) dilution jusqu’a une valeur d’extrait sec de 10 a 15 %,

c) ajustement du pH entre 3,4 et 3,7,

d) maturation entre 30 et 60 min a une température comprise entre 50 et 60 °C,

e) dilution jusqu’a 3% ES,

f) séparation physique des protéines en une fraction (F1) contenant 1’alpha
lactalbumine, Immunoglobulines, lactoferrine, BSA et une fraction (F2) contenant la
béta lactoglobuline,

g) récupération de la fraction (F1) et ajustement du pH a une valeur comprise
entre 7 et 8,

h) récupération de la fraction (F2) et ajustement du pH a une valeur comprise
entre 7 et 8,

1) concentration, a une température inférieure a 20°C, de la fraction (F2)
jusqu’a une valeur d’extrait sec de 8-15%,

j) dénaturation de la béta lactoglobuline de la fraction (F2),

k) obtention d’une fraction F2 incluant la béta-lactoglobuline dénaturée,

1) mélange de la fraction (F1) obtenue a I’étape g) et de la fraction (F2)
obtenue a I’étape k),

m) concentration du mélange, a une température inférieure a 20°C, jusqu’a une
valeur d’extrait sec de 25-30%,

n) transformation en poudre et séchage selon des techniques se déroulant a une
température inférieure a 60°C,

0) obtention d’un concentrat ou isolat de protéines solubles de lait

thermostable sous forme de poudre.
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Au cours du procédé selon I’invention, la béta lactoglobuline est séparée des
autres protéines et subit un traitement de dénaturation. Une fois dénaturée, la béta
lactoglobuline perd ses propriétés de gélification qui sont a l’origine de la
modification de texture et de la coagulation observées dans les produits stérilis€s dans
lesquels les concentrats ou isolats de I’état de la technique sont incorporés. La fraction
contenant la béta lactoglobuline dénaturée est par la suite mélangée avec la fraction
contenant les autres protéines de lait qui sont, quant a elles conservées sous leur forme
native. En effet, concernant cette fraction, le procédé selon I’invention se déroule a
des températures permettant la préservation de leur forme native.

A Dissue du procédé, il est obtenu un concentrat ou un isolat de protéines
solubles de lait stable face aux traitements thermiques des produits dans lesquels il est
susceptible d’étre incorporé. En particulier, il permet la formulation de boissons
stérilisées par traitement thermique, notamment UHT, contenant jusqu’a 10 a 15%, en
poids, de protéines avec une texture conforme a cette famille de produits sans
provoquer d’instabilité du produit lors de la transformation et de la conservation. Une
formulation de boisson hyperprotéique U.H.T. avec des protéines solubles du lait
extraites par microfiltration et concentrées par ultrafiltration a froid, mais non traitées
par le procédé selon I’invention, aboutirait a un produit floculé pouvant aller jusqu’a
la gélification.

Le concentrat ou I’isolat selon I’invention peut €galement avantageusement
étre utilis€é en saupoudrage dans les aliments du quotidien tels que les soupes, les
purées, les jus de fruit pour en enrichir le contenu en protéines tout en conservant aux
aliments une texture homogene et agréable. Un enrichissement de ces produits avec
une poudre d’isolat ou de concentrat de protéines solubles du lait non traité par le
procédé selon I’invention aboutirait 1a encore a des aliments granuleux, €pais et peu
appeétants.

De plus, la dénaturation de la béta lactoglobuline augmente la digestibilité du
concentrat ou de I’isolat et permet une assimilation plus rapide des protéines par
rapport a un méme concentrat ou isolat contenant la béta lactoglobuline non
dénaturée. En outre, ’absorption des protéines du concentrat ou de I’isolat selon
I’invention est séquentielle ce qui permet d’optimiser |’efficacité individuelle de
chaque protéine. Enfin, du fait de sa dénaturation, la béta lactoglobuline n’interagit
pas avec les autres protéines du concentrat ou de I’isolat ou encore avec des protéines

apportées par d’autres aliments consommés au méme moment.
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De ce fait, sa disponibilité est améliorée, en particulier son apport en certains
acides amings, tels que la leucine, est optimisé.

Avantageusement, 1’étape (f) du procédé est réalis€ée par centrifugation ou
microfiltration.

Préférentiellement, les étapes de concentration (i) et (m) sont réalisées par
osmose directe ou osmose inverse.

Selon un mode de réalisation, le procédé comprend, entre les étapes h) et j),
une étape p) d’ajout d’un ou plusieurs composés d’intérét nutritionnel, nutraceutique,
ou pharmaceutique, préférentiellement hydrophobes, autres qu’une protéine d’origine
laitiere.

Avantageusement, 1’étape (p) du procédé est réalisée par ajout du ou des
composés d’intérét nutritionnel, nutraceutique, ou pharmaceutique, dans la fraction F2
et mélange sous agitation.

Selon un mode de réalisation préféré de I’invention, 1’étape j) de dénaturation
de la béta lactoglobuline est réalisée par traitement thermique incluant le chauffage de
la fraction F2 a une température comprise entre 80 et 95°C pendant une durée
comprise entre 5 et 30 minutes.

Selon un autre mode de réalisation de I’invention, I’étape j) de dénaturation de
la béta lactoglobuline est réalisée par traitement a haute pression en semi-continu a
une pression comprise entre 1000 et 6000 bars et a une température maintenue au-
dessous de 20 a 30°C.

Préférentiellement, a 1’étape (1) le mélange se réalise selon un ratio fraction
F1/fraction F2 compris entre 0,2 et 1.

Avantageusement, le procédé comprend, entre les étapes m) et n), une étape
(w) de traitement aux ultrasons du mélange.

De maniére avantageuse, I’ étape (a) comprend les étapes suivantes :

r) obtention de protéines solubles du lait par microfiltration d’un lait, de
préférence écrémeé,

t) déminéralisation sélective de la phase soluble du lait par une étape de
nanofiltration (t2) ou d’ultrafiltration (t1),

v) obtention d’un concentrat ou isolat de protéines solubles sous forme de
rétentat.

Le concentrat ou isolat obtenu au cours de cette €tape (v) est alors utilisé a

I’étape (a) précédemment mentionnée.
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Selon une variante de ’invention, le procédé comprend en outre, avant 1’étape
(t2) de nanofiltration, une étape (t1) d’ultrafiltration, la nanofiltration de 1'étape (t2)
étant alors opérée sur le perméat d'ultrafiltration de cette étape (t1), puis une étape (u)
de mélange, en proportions prédéterminées, du rétentat de nanofiltration de 1'étape (t2)
avec le rétentat d'ultrafiltration de 1'étape (t1).

L’invention concerne encore un concentrat ou isolat de protéines solubles du
lait, susceptible d’étre obtenu par le procédé selon ’'invention et comprenant entre 35
et 95%, en poids, de protéines solubles de lait.

Selon une caractéristique de I’invention, le concentrat ou I’isolat contient :

- de l’alpha lactalbumine, de la sérum albumine, de la lactoferrine, des
immunoglobulines et des facteurs de croissance sous forme native,

- de la béta lactoglobuline stabilisée sous forme dénaturée.

Selon un mode de réalisation, le concentrat ou I’isolat de protéines solubles
selon Dl’invention contient un ou plusieurs composés d’intérét nutritionnel,
nutraceutique, ou pharmaceutique, préférentiellement hydrophobes, autres qu’une
protéine d’origine laitiére, tels que des lipides, des acides gras, des vitamines, des
enzymes.

L’invention concerne encore une composition de nutrition orale ou entérale,
comprenant un concentrat ou isolat de protéines solubles tel que décrit précédemment.

Au sens de I’invention, la nutrition entérale s’entend de la nutrition par sonde.

Préférentiellement, la composition se présente sous la forme d’un liquide, d’un
aliment, d’une boisson, notamment stérilisée, d’une soupe, d’'une créme, d’un gel ou
d’une purée.

Il est en effet possible de formuler, a I’aide du concentrat ou de I’isolat de
protéines solubles selon I’invention, tout produit destiné a la nutrition, notamment la
nutrition clinique orale ou entérale, tel que des boissons, des poudres, des cremes, des
gels, ou toute formulation nécessitant un apport protéique spécifique.

Les formulations peuvent étre hyperprotéiques et hypercaloriques, normo
caloriques ou hypocaloriques et destinées aux nourrissons, enfants, adultes sains,
personnes ages, personnes dénutries, sportifs. ..

Il peut s’agir encore de formules pour animaux, notamment de compétition tels
que les chevaux, les chiens, ou pour les animaux de compagnie agés ou ayant des

besoins protéiques spécifiques.
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Par apport protéique spécifique, il faut comprendre un apport en quantité d’une
ou des protéines du concentrat ou de I’isolat obtenu par le procédé selon 1’invention,
un apport en un ou des acides aminés, un apport en peptides, propres a la particularité
de composition de I’isolat ou concentrat. Cet apport protéique peut €tre en outre
conjugu¢ avec un apport spécifique en un ou plusieurs autres composés d’intérét
nutritionnel, nutraceutique, ou pharmaceutique.

L’invention est détaillée dans ce qui suit, a I’aide de la description de modes de

réalisation, en lien avec les Figs. 1 a 3.

Exemple 1 : obtention d’un concentrat ou isolat de protéines solubles de

lait thermostable

Un concentrat ou isolat de protéines soluble de lait stable face aux traitements
thermiques est obtenu par la mise en ceuvre du procédé selon I’invention illustrée a la
Fig. 1.

a) obtention de protéines solubles de lait sous forme d’un concentrat ou d’un
isolat obtenu par une méthode incluant la séparation physique par filtration des
composants du lait.

Le concentrat ou l’isolat peut se présenter sous la forme d’un rétentat
d’ultrafiltration d’un perméat de microfiltration de lait obtenu par exemple a 1’aide du
procéd¢ décrit dans le brevet frangais n°® FR 2 809 595 et tel que rappelé dans
I’exemple 3 a suivre.

Alternativement, 1l s’agit d’un concentrat ou isolat distribué dans le commerce,
en particulier celui distribué sous la dénomination commerciale Prolacta®, ou encore
Pronativ®, par la société Lactalis Ingrédients (France), et obtenu apres transformation
en poudre par déshydratation et séchage dudit rétentat d’ultrafiltration mentionné au
paragraphe précédent. Alternativement, le concentrat ou I’isolat peut étre utilisé
directement sous forme liquide en 1’absence d’étape de séchage.

Dans les deux cas, les protéines solubles ne sont pas obtenues a partir d’un

lactosérum mais a partir de lait.

(b) dilution jusqu’a une valeur d’extrait sec de 10 a 15 %
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La dilution est réalisée avec de 1’eau. Ce taux d’extrait sec permet de maintenir une

viscosité compatible avec les €tapes ultérieures.

¢) ajustement du pH entre 3,4 et 3,7 puis d) maturation entre 30 et 60 min a
une température comprise entre 50 et 60 °C.

Au cours des étapes c) et d), les propriétés basées sur les différences de
solubilité des protéines majeures de la phase soluble du lait sont mises en ceuvre pour
séparer une fraction enrichie en alpha lactalbumine et une fraction enrichie en béta
lactoglobuline. Dans ces conditions, I’alpha lactalbumine précipite de fagon réversible

et la béta lactoglobuline reste soluble.

e) dilution avec de ’eau a 50-60°C jusqu’a obtenir une valeur d’extrait sec de
3%.

1) séparation physique des protéines en une fraction (F1) contenant I'alpha
lactalbumine, Immunoglobulines, lactoferrine, BSA et une fraction (F2) contenant la

béta lactoglobuline.

La séparation physique est réalisée par centrifugation continue a 10 000
tours/min a une température comprise entre 50 et 60°C ou par microfiltration sur une
membrane présentant un seuil de coupure de 0,1 um. La séparation physique permet
’obtention :

- d’une phase insolubilisée dite « phase lourde » contenant 1’alpha
lactalbumine majoritairement (fraction F1), mais également des protéines mineures
comme les immunoglobulines, la lactoferrine et la BSA,

- d’une phase soluble dite « phase légere » contenant la béta lactoglobuline
(fraction F2).

g) récupération de la fraction (F1) et neutralisation par ajustement du pH a
une valeur comprise entre 7 et 8.

La neutralisation est réalisée par un alcali appropri¢é comme 1’hydroxyde de
sodium, I’hydroxyde de potassium ou encore I’hydroxyde de calcium. Cela permet de

solubiliser les protéines dont 1’alpha lactalbumine qui retrouve sa forme native.
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h) récupération de la fraction (F2) et neutralisation par ajustement du pH a
une valeur comprise entre 6 et 8,

i) concentration, a une température inférieure a 20°C, de la fraction (F2)
Jusqu’a une valeur d’extrait sec de 8-15%.

Au cours des étapes h et 1, la fraction F2 a trés faible ES (extrait sec) est
neutralisée par une solution alcaline appropriée et concentrée a froid entre 10 et 20°C
par une technique d’osmose directe ou d’osmose inverse permettant un facteur de
réduction volumique de 5 pour obtenir un ES de 6-12% environ. Cette concentration a

froid permet la préservation de la forme native de la protéine.

J) dénaturation de la béta lactoglobuline de la fraction (F2), en particulier par
traitement thermique, traitement a haute pression ou traitement par micro-ondes.

Le traitement thermique appliqué consiste a soumettre la fraction F2 a une
température supérieure a 80°C et inférieure a 95°C pendant un temps compris entre 5
et 30 minutes.

La force ionique et le pH de la solution doivent €tre maitrisés pour une
dénaturation optimale de la fraction F2, la teneur en calcium ne doit pas étre
supérieure a 4 mM et le pH doit étre préférentiellement compris entre 6,2 et 6,6.

De maniere optionnelle, un traitement enzymatique de la béta lactoglobuline
peut avantageusement étre mis en ceuvre au préalable a la dénaturation dirigée de la
béta lactoglobuline par I’action de la transglutaminase sur la béta lactoglobuline qui
induit une réticulation de la protéine par la formation de liaisons entre les
groupements amines des acides aminés comme la lysine. Ces réactions de réticulation
permettront d’influencer la texture obtenue apres dénaturation dirigée.

A T’issue de ce traitement de dénaturation, les propriétés de gélification de la
béta lactoglobuline pendant les traitements thermiques ultérieurs des produits dans
lesquels elle est incorporée sont perdues. Cette propriété est en effet incompatible
avec 1’élaboration de boissons stérilis€ées riches en protéines solubles du lait,
notamment de boissons UHT hyperprotéiques. Il est ainsi possible, grace au procédé
selon I’invention, de prévenir cette gélification en mettant en ceuvre une dénaturation
thermique controlée avant d’appliquer a un produit enrichi en béta lactoglobuline un

traitement UHT par exemple.

k) obtention d’une fraction F2 incluant la béta-lactoglobuline dénaturée,
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11

l) mélange de la fraction (F1) obtenue a l’étape g) et de la fraction (F2)
obtenue a [’étape k).

Les fractions F1 et F2 sont mélangées a parts €gales ou non. Il est donc
possible de les mélanger de maniere a obtenir un ratio alpha lactalbumine / béta
lactoglobuline identique a celui relevé a I’origine dans le perméat de microfiltration de
I’étape (a). De maniére alternative, I’une ou 1’autre des protéines peut étre favorisée en
termes de concentration. Ainsi par exemple le ratio F1/F2 peut varier de 25/75 a
75/25.

m) concentration du mélange, a une température inférieure a 20°C, jusqu’a
une valeur d’extrait sec de 25-30%

Une étape de concentration est nécessaire avant le séchage du produit. La
méthode de concentration mise en ceuvre doit préserver 1’état natif de 1’alpha
lactalbumine, les immunoglobulines, la lactoferrine et la BSA. On mettra donc en
ceuvre une concentration a froid entre 10 et 20°C par osmose directe ou osmose

inverse ou tout autre moyen de concentration n’excédant pas 20°C.

w) traitement par ultrasons (optionnel)

Une technique d’ultrasons peut étre utilisée pour réduire la viscosité du
mélange obtenu aux extraits secs €leves entre 25 et 30%. Cette réduction de viscosité
peut avantageusement atteindre 35% avec une sonde de 20 KHz et perdure 20 a 30

minutes avant atomisation.

n) transformation en poudre et séchage

Cette étape est réalisée préférentiellement par des techniques n’élevant pas la
température du concentrat ou de I’isolat au-dessus de 60°C.

Le mélange est déshydraté et transformé en poudre par atomisation.

De maniere a préserver les qualités nutritionnelles et 1’activité biologique du
produit, et I’état natif des protéines issues de la fraction F1 dans la poudre, un procédé
de séchage adapté a basse température est mis en ceuvre avec un matériel comprenant
une chambre de pulvérisation et de séchage partiel a température modérée et un
finisseur de séchage a basse température. A ce titre, une température de sortie de tour

entre 60 et 80°C est avantageusement utilisée par rapport a des températures
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habituellement plus élevées (85 a 95°C). Les particules de poudre sont alors réalisées

en respectant le caractere natif de I’alpha lactalbumine et des protéines mineures.

o) obtention d’'un concentrat ou isolat de protéines solubles de lait
thermostable.

Le concentrat ou I’isolat de protéines solubles de lait obtenu a I’issue du
procédé présente tous les avantages du concentrat ou de 1’isolat de protéines de départ
mentionné a 1’étape (a) mais présente I’avantage supplémentaire de ne pas engendrer
de phénomenes affectant la texture et I’apparence des produits dans lesquels il est
intégré a la suite d’un traitement thermique de quelque nature appliqué a ces produits.
La dénaturation de la béta lactoglobuline au cours du procédé permet de rendre le
concentrat ou l’isolat stable face aux traitements thermiques ultérieurs. L’ensemble
des étapes du procédé réalisé sur les autres protéines solubles se déroule par contre a
des températures préservant leur état natif.

Le concentrat ou I’1solat selon I’invention peut étre identique d’un point de vue
qualitatif et quantitatif au concentrat ou a I’isolat de départ, notamment en termes de
concentration en protéines et de composition en acides aminégs.

Il contient :

- entre 35 et 95% de protéines, plus préférentiellement entre 85 et 95%, en

poids,

- la béta lactoglobuline sous forme dénaturée, stabilis€ée vis-a-vis des
procédés mettant en ceuvre des traitements thermiques tels que la
stérilisation, ’UHT,

- Dlalpha lactalbumine, la sérum albumine (BSA), la lactoferrine, des
immunoglobulines et des facteurs de croissance sous forme native et

soluble. Leurs propriétés biologiques sont ainsi conservées.

Exemple 2 : obtention d’une fraction de béta-lactoglobuline enrichie en un

ou plusieurs autres composés d’intérét nutritionnel, nutraceutique, ou

pharmaceutique et obtention d’un concentrat ou isolat de protéines solubles de

lait thermostable également enrichi

Selon un mode de réalisation de I’invention, le procédé comprend 1’ajout au

cours du procédé d’un ou plusieurs composés d’intérét nutritionnel, nutraceutique, ou
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pharmaceutique, autres qu’une protéine d’origine laitiere, préférentiellement de
composés hydrophobes. Il est ainsi obtenu un concentrat ou isolat de protéines
solubles de lait enrichi en de tels composés. Cette technologie permet de rendre
encore plus intéressant, fonctionnel et efficace, le concentrat ou I’isolat selon
I’invention, sur le plan de ses applications et sur le plan biologique.

Parmi ces composés, on citera les vitamines, telles que la vitamine D, des
acides gras, tels que du DHA, de I’acide arachidonique, des co-enzymes tels que le co-
enzyme Q10, des lipides tels que des stérols, par exemple du cholestérol, des
antioxydants, des senolytiques tel que la quercétine ou tout autre composé présentant
I’un des intéréts mentionnés précédemment.

Dans cet exemple, le procédé mis ceuvre comporte toutes les étapes du procédé

selon I’exemple 1 mais comprend I’étape supplémentaire suivante :

p) ajout du ou des composés dans la fraction F2, entre [’étape (h) de
récupération de la fraction (F2) et ['étape (j) de dénaturation de la béta

lactoglobuline

La fixation de ces molécules ajoutées dans la fraction F2 se fait par mise en
contact de solutions aqueuses contenant d’une part la béta lactoglobuline, d’autre part
la molécule a fixer pendant un temps minimum d’ 1 heure sous agitation controlée. La
présence d’alcool dans des proportions de 5 a 10% dans la solution aqueuse de la
molécule a fixer si elle est hydrophobe peut faciliter la fixation de cette molécule.

La forme native de la béta lactoglobuline est bien connue et spécifique. Elle est
capable, de par sa structure, de fixer des molécules, principalement hydrophobes. Ces
molécules peuvent se fixer sur les deux sites spécifiques a raison de deux molécules
au maximum par molécule de béta lactoglobuline. Il est également possible de fixer
deux molécules de nature différente simultanément.

Apres |’étape de dénaturation, la béta lactoglobuline prend une structure
tridimensionnelle particuliere qui permet de protéger le ou les composés fixés. Cette
structure particuliere est nommeée « bétasome ».

Ainsi, suite a 1’étape de j) de dénaturation, on obtient une fraction enrichie en
béta lactoglobuline se présentant comme un transporteur, ou un vecteur, de composés

d’intérét nutritionnel, nutraceutique, ou pharmaceutique.



5

10

15

20

25

30

14

Le procédé se poursuit ensuite comme dans ’exemple 1 avec les étapes

suivantes :

l) mélange de la fraction (F1) obtenue a l'étape g) et de la fraction (F2)

obtenue a l’étape k),

Les fractions F1 et F2 sont mélangées dans les mémes conditions que dans

I’exemple 1.

Puis I’ensemble des étapes m) a o) est réalisé.

Le concentrat ou I’isolat de protéines obtenu comprend alors :

entre 35 et 95% de protéines, plus préférentiellement entre 80 et 95%, en
poids,

la béta lactoglobuline sous forme dénaturée, stabilisée vis-a-vis des
procédés mettant en ceuvre des traitements thermiques tels que la
stérilisation, ’UHT,

I’alpha lactalbumine, la sérum albumine, la lactoferrine, des
immunoglobulines et des facteurs de croissance sous forme native et
soluble,

une ou plusieurs molécules d’intérét nutritionnel nutraceutique, ou

pharmaceutique, encapsulées dans la béta lactoglobuline.

La fraction enrichie en béta lactoglobuline transportant le ou les composés

d’intérét nutritionnel, nutraceutique, ou pharmaceutique, peut €également étre valorisée

indépendamment des autres protéines de lait. Ainsi, selon une variante de 1’invention,

le procédé comprend une étape :

y) de récupération d’une partie au moins de la fraction F2 incluant la

béta-lactoglobuline dénaturée couplée a un autre composé.

Cette fraction peut étre ensuite transformée en une poudre et étre utilisée en tant

que telle dans [D’enrichissement de produits alimentaires, nutraceutiques ou

pharmaceutiques.
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Exemple 3 : obtention de protéines solubles de lait sous la forme d’un

concentrat ou d’un isolat apte a étre utilisé a I’étape a)

Les Figs. 2 et 3 illustrent des procédés d’obtention d’un concentrat ou isolat de
protéines solubles de lait, apte a €tre utilis¢é comme matiere de départ dans 1’étape (a)
du procédé selon I’invention. Ces procédés mettent en ceuvre des étapes de filtrations
connues de ’homme du métier et sont par ailleurs détaillés dans le brevet frangais
publié¢ FR2 809 595.

Un lait écrémé subit une étape r) de microfiltration a travers une membrane
minérale présentant un seuil de coupure de 0.1 um (Fig.2). Le perméat de
microfiltration contient la phase soluble du lait contenant les protéines solubles
notamment. Sur ce perméat est réalisée une étape (t1) qui permet d’obtenir un rétentat
contenant les protéines solubles.

A D’étape v) est obtenu un concentrat ou isolat sous forme d’un rétentat
contenant les protéines solubles qui peut étre utilisé a 1’étape a) du procédé selon
I’invention illustré dans les exemples 1 et 2.

De maniére alternative, le rétentat est transformé en poudre par atomisation
avant d’étre utilisé a I’étape a) du procédé selon I’invention illustré dans les exemples
let2.

Selon une variante de ce procédé illustré a la Fig. 3, sur le perméat
d’ultrafiltration de D’étape (t1) est réalisée une étape de nanofiltration (t2) afin
d’obtenir un rétentat contenant le lactose, du calcium et du phosphore. Le rétentat de
nanofiltration est mélangé au rétentat d’ultrafiltration lors d’une étape (u).

A D’étape v) est obtenu un rétentat contenant les protéines solubles qui peut
étre utilisé a I’étape a) du procédé selon I’invention illustré dans les exemples 1 et 2.

De maniere alternative, le rétentat est transformé en poudre avant d’étre utilisé

a I’étape a) du procédé selon I’invention illustré dans les exemples 1 et 2.

Exemple 4 : Produits enrichis a ’aide d’un isolat de protéines solubles de

lait obtenu selon ’exemple 1 et 2

Des boissons liquides ont été formulées a I’aide d’un isolat de protéines
solubles de lait du commerce contenant 95 % de protéines (Prolacta®, ou encore

Pronativ®, commercialisé par la société Lactalis Ingrédients (France)) non traité par le
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procédé selon I’invention d’une part (TEMOIN), et a ’aide d’un isolat de protéines
identique contenant 95 % de protéines (Prolacta ®, ou encore Pronativ®) traité par le
procédé selon I’invention et décrit dans I’exemple 1 et 2 (INVENTION). Les

compositions des boissons sont indiquées dans le Tableau 1 ci-dessous.

Tableau 1

« Invention »

« Témoin » . .
. .. L. isolat de protéines
. isolat de protéines sériques -
Formule du produit Prolacta® sériques

humide/100g . Prolacta®
avant la mise en ceuvre du . .
aprés la mise en ceuvre du

procédé selon I'invention 1< - -
procédé selon l'invention

Kcal/100g 150 150

ES de protéines solubles du lait 11.2 11.2
Huile de colza ou végétale 3.2 3.2
Sucre 16.0 16.0

Texturant 0.1 0.1

Mix minéral et vitamines 1.5 1.5
Eau 68.0 68.0

Les ingrédients sont mélangés selon les reégles €tablies pour un tel mélange et
les boissons obtenues subissent un traitement UHT direct. Les boissons liquides
« témoin » et « essal » sont conditionnées en bouteilles de 100ml (ou 200ml).

Apres stérilisation UHT, la boisson « TEMOIN» se présente sous forme d’un
gel déstabilisé, non homogene et impropre a une consommation de la boisson.

La boisson « INVENTION » présente une texture légerement épaissie. Le
produit est conforme en composition protéique et la texture est agréable, homogéne et

propre a la consommation.
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REVENDICATIONS

1) Procédé d’obtention d’un concentrat ou d’un isolat de protéines solubles de
lait, stable face aux traitements thermiques, comportant les étapes suivantes :

a) obtention de protéines solubles de lait sous forme d’un concentrat ou d’un
isolat obtenu par une méthode incluant la séparation physique par filtration des
composants du lait,

b) dilution jusqu’a une valeur d’extrait sec de 10 a 15 %,

¢) ajustement du pH entre 3,4 et 3,7,

d) maturation entre 30 min. et 60 min. a une température comprise entre 50 et
60 °C,

e) dilution jusqu’a 3% ES,

f) séparation physique des protéines en une fraction (F1) contenant 1’alpha
lactalbumine, Immunoglobulines, lactoferrine, BSA et une fraction (F2) contenant la
béta lactoglobuline,

g) récupération de la fraction (F1) et ajustement du pH a une valeur comprise
entre 7 et 8,

h) récupération de la fraction (F2) et ajustement du pH a une valeur comprise
entre 6 et 8,

1) concentration, a une température inférieure a 20°C, de la fraction (F2)
jusqu’a une valeur d’extrait sec de 8-15%,

j) dénaturation de la béta lactoglobuline de la fraction (F2),

k) obtention d’une fraction F2 incluant la béta-lactoglobuline dénaturée,

1) mélange de la fraction (F1) obtenue a I’étape g) et de la fraction (F2)
obtenue a I’étape k),

m) concentration du mélange, a une température inférieure a 20°C, jusqu’a une
valeur d’extrait sec de 25-30%,

n) transformation en poudre et séchage selon des techniques se déroulant a une
température inférieure a 60°C,

0) obtention d’un concentrat ou isolat de protéines solubles de lait

thermostable sous forme de poudre.
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2) Procédé selon la revendication 1, caractéris€ en ce que l’étape (f) est
réalisée par centrifugation ou microfiltration.

3) Procédé selon ’'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que
les étapes de concentration (i) et (m) sont réalisées par osmose directe ou osmose
inverse.

4) Procédé selon 1’'une des revendications précédentes comprenant, entre les
étapes h) et j), une étape p) d’ajout d’un ou plusieurs composés d’intérét nutritionnel,
nutraceutique, ou pharmaceutique, préférentiellement hydrophobes, autres qu’une
protéine d’origine laitiere.

5) Procédé selon la revendication 4, caractérisé en ce que ’étape (p) est
réalisée par ajout dudit ou desdits composés dans la fraction F2 et mélange sous
agitation.

6) Procédé selon I’une des revendications 1 a 5, caractérisé en ce que 1’étape j)
de dénaturation de la béta lactoglobuline est réalisée par traitement thermique incluant
le chauffage de la fraction F2 a une température comprise entre 80 et 95°C pendant
une durée comprise entre S minutes et 30 minutes.

7) Procédé selon I’une des revendications 1 a 5, caractérisé en ce que 1’étape j)
de dénaturation de la béta lactoglobuline est réalisée par traitement a haute pression en
semi-continu a une pression comprise entre 1000 et 6000 bars et a une température
maintenue au-dessous de 20 a 30°C.

8) Procédé selon I’une des revendications précédentes, caractérisé en ce que a
I’étape (1) le mélange se réalise selon un ratio fraction Fl/fraction F2 compris entre
0,2etl.

9) Procédé selon I'une des revendications précédentes comprenant, entre les
étapes m) et n), une €tape (w) de traitement aux ultrasons du mélange.

10) Procédé selon 1’une des revendications précédentes, caractérisé en ce que
I’étape (a) comprend les étapes suivantes :

r) obtention de protéines solubles du lait par microfiltration d’un lait, de
préférence écrémeé,

t) déminéralisation sélective de la phase soluble du lait par une étape de
nanofiltration (t2) ou d’ultrafiltration (t1),

v) obtention d’un concentrat ou isolat de protéines solubles sous forme de

rétentat.
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11) Procédé de la revendication 10, comprenant en outre, avant 1’étape (t2) de
nanofiltration une étape (t1) d’ultrafiltration, la nanofiltration de I'étape (t2) étant alors
opérée sur le perméat d'ultrafiltration de cette étape (tl), puis une étape (u) de
mélange, en proportions prédéterminées, du rétentat de nanofiltration de 'étape (t2)
avec le rétentat d'ultrafiltration de 1'étape (t1).

12) Concentrat ou isolat de protéines solubles du lait, susceptible d’étre obtenu
par le procédé selon I’invention et comprenant entre 35 et 95%, en poids, de protéines
solubles de lait.

13) Concentrat ou isolat de protéines solubles de lait selon la revendication 12,
caractérisé en ce qu’il contient :

- de l’alpha lactalbumine, de la sérum albumine, de la lactoferrine, des
immunoglobulines et des facteurs de croissance sous forme native,

- de la béta lactoglobuline stabilisée sous forme dénaturée.

14) Concentrat ou isolat de protéines solubles selon la revendication 13,
caractérisé en ce qu’il contient un ou plusieurs composés d’intérét nutritionnel,
nutraceutique, ou pharmaceutique, préférentiellement hydrophobes, autres qu’une
protéine d’origine laitiére, tels que des lipides, des acides gras, des vitamines, des
enzymes.

15) Composition de nutrition orale ou entérale, caractérisée en ce qu’elle
comprend un concentrat ou isolat de protéines solubles selon I’une des revendications
12a15.

16) Composition selon la revendication 16, caractérisée en ce qu’elle se
présente sous la forme d’un aliment, d’un liquide, d’une boisson, d’une boisson

stérilisée, d’une soupe, d’une purée d’une creme ou d’un gel.
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