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Hydrogels thixotropes a base d’o-lactalbumine, leur procédé de préparation et leurs
utilisations

La présente invention se rapporte a la préparation d’hydrogels présentant
des propriétés avantageuses et utilisant un sous-produit de I’industrie laiticre :
I’a-lactalbumine, aux hydrogels ainsi obtenus et a leur utilisation, notamment- pour la
préparation de biomatériaux.

Les hydrogels produits dans le cadre de la présente invention présentent
des caractéristiques rhéologiques particuliéres qui les rendent intéressants pour certaines
applications ; en effet, il s’agit de gels thixotropes capables, sous une contrainte suffisante,
de se déstructurer jusqu’a un état liquide puis de se restructurer une fois laissés au repos. |

La protéine utilisée pour produire les hydrogels est I’a-lactalbumine
(désignée a-La par la suite), en particulier, I’a-La d’origine bovine. Cette protéine laitiére
est retrouvée plus particulierement dans le lactosérum ou petit-lait. Elle présente donc
I’intérét d’étre une protéine naturelle et disponible en grandes quantités dans I’industrie
fromagere, la fabrication du fromage étant réalisée a partir du « caillé » du lait (caséines
précipitées et débarrassées du lactosérum).

Un gel est composé d’une molécule qui, en présence d’un solvant
approprié, s’auto-assemble via des interactions chimiques ou physiques, et s’organise en
un réseau. Les procédés spécifiques conduisant a la formation de gels dépendent des
propriétés physico-chimiques et des interactions des composants du gel. Lorsque le solvant
est de I’eau on parle d’hydrogel.

Un hydrogel est un réseau de chaines polymeéres initialement solubles
dans l'eau, mais qui sont devenues insolubles apres réticulation. Les hydrogels sont des
polymeres naturels ou synthétiques super-absorbants (ils peuvent contenir plus de 99 %
d'eau). Ils possédent aussi un degré de flexibilité trés similaire a celui des tissus naturels, a
cause de leur importante teneur en eau. Leurs caractéristiques physiques, leur perméabilité
ainsi que leur biocompatibilité en font d’excellents candidats comme biomatériaux utilisés
pour des applications médicales incluant la délivrance de molécules ainsi que I’ingénierie
tissulaire. En fonction de la nature des liaisons transversales, les hydrogels sont séparés en
deux catégories : les gels chimiques issus des méthodes traditionnelles de réticulation ou
« crosslinking » avec des liaisons covalentes et les gels physiques qui résultent de I’auto-
assemblage de macromolécules (par exemple, glucidique ou protéique) et constituent des
réseaux tenus ensemble par des enchevétrements moléculaires et/ou des liaisons faibles

(liaisons hydrophobes, ioniques, ponts hydrogéne et forces de van der Waals); les
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interactions moléculaires de ces gels physiques peuvent étre perturbées par des
changements environnementaux tels que la température, le pH, la force ionique, la lumiére
ou mé€me une molécule biologique donnée. La gélification est donc réversible en réponse a
I’un ou plusieurs de ces stimuli.

La préparation d’hydrogels a partir de protéines du lait est déja connue.
Les protéines du lait sont des véhicules naturels pour les molécules bioactives grace a leurs
propriétés structurales et physicochimiques comme leur capacité a lier des ions et petites
molécules ou encore leurs propriétés d’auto-assemblage et de gélification. Malgré la
quantité de matériaux a base de protéines du lait (caséines ou protéines du lactosérum) déja
utilisés dans diverses industries, de nombreuses études sur ces protéines continuent et
visent le développement de nouveaux nano-objets innovants: tels que des films
alimentaires comestibles et biodégradables réalisés a partir de protéines du lait combinées
avec d’autres biopolymeres naturels (Chen 1995; Le Tien, Vachon et al. 2001) ; coacervats
ou bnano-vésicules de caséines ou d’autres protéines de lait qui ont notamment été
développés comme systémes de délivrance (Audic, Chaufer et al. 2003; Semo, Kesselman
et al. 2007; Livney 2010) ; ou encore des gels de protéines du lait.

Parmi les gels de protéines de lait, on peut tout d’abord citer la
gélification des caséines qui peut étre obtenue sous différentes conditions : par 1’acidité &
pH 4,6 ; par ’action de la présure dont le principe actif est la chymosine, enzyme qui
effectue un clivage protéolytique entrainant 1’agrégation des micelles, et qui est utilisée
pour I’encapsulation de bactéries probiotiques (Heidebach, Forst et al. 2009a) ; par I’action
de la transglutaminase, enzyme qui ponte certains acides aminés entre eux (essentiellement
acide glutamique et lysine) contribuant a la polymérisation des protéines et également
utilisée pour la micro-encapsulation de cellules probiotiques (Heidebach, Forst et al.
2009b) ; par I’action de la génipine, agent de réticulation naturel des protéines, pour la
délivrance contrdlée de molécules au niveau intestinal (contraction de [’hydrogel a pH
acide (estomac) puis gonflement & pH neutre et donc libération du principe actif (intestin))
(Song, Zhang et al. 2009).

I est également connu d’induire la gélification des protéines du
lactosérum par ¢€lévation de la température (Paulsson, Hegg et al. 1986). Comme d’autres
hydrogels, les gels réalisés a partir de protéines du lactosérum présentent un comportement
de gonflement sensible au pH et utilisable pour la délivrance ciblée de molécules
(Gunasekaran, Ko et al. 2007). Les gels de B-lactoglobuline, également induits par la

température, sont tres €tudiés et ont été caractérisés a 1’aide de diverses techniques telles
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que TEM (microscopie électronique & transmission), WAXS (wide angle X-ray scattering)
et FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy) (Kavanagh, Clark et al. 2000). La
dénaturation des protéines peut entrainer des interactions hydrophobes entre elles, surtout
la B-lactoglobuline (b-Lg) et la sérum albumine bovine (BSA) qui possédent des thiols
libres et peuvent donc s’inter-changer des ponts disulfures : par exemple, des nanosphéres
de BSA ont été réalisées avec une particule magnétique et/ou un photo-sensibilisateur et
sont utilisables dans les traitements de cancer (Rodrigues, Simioni et al. 2009). Un procédé
de gélification a froid a ét€é récemment developpé et rend les gels ainsi obtenus
potentiellement intéressants pour la délivrance de molécules. L’intérét de ces gels réside
dans le fait que les bioactifs thermosensibles peuvent étre ajoutés aprés le traitement
thermique des lactosérums mais avant la gélification qui est ensuite induite par ’ajout de
sels (calcium de préférence) ou par la diminution du pH.

De nombreuses mesures de rhéométrie ont été effectuées sur les gels de
B-lactoglobuline seule (Gosal, Clark et al. 2004b) ou en mélange avec 1’a-lactalbumine
(Kavanagh, Clark et al. 2000). Elles ont permis de déterminer les facteurs, pH et force
ionique, affectant les caractéristiques physiques des gels (Loveday, Rao et al. 2009). Les
gels de B-lactoglobuline (b-Lg) induits par une exposition prolongée a des températures
élevées (80°C) se forment en deux temps et seraient essentiellement composés de
polypeptides de B-lactoglobuline partiellement dégradée (Akkermans, Venema et al. 2008;
Oboroceanu, Wang et al. 2010). Les gels de b-Lg peuvent aussi étre obtenus par
dissolution de la protéine dans un mélange particulier eav/alcool. Les caractéristiques
rhéologiques et structurales de ces gels sont différentes (Gosal, Clark et al. 2004a; Gosal,
Clark et al. 2004c; Loveday, Rao et al. 2009).

D’autres types de gels connus et réalisés a partir de protéines du lait sont
formés a partir de nanotubes d’a-lactalbumine (Ipsen, Otte et al. 2001). Ces nanotubes se
forment par auto-assemblage de fragments d’a-lactalbumine et sous certaines conditions
(concentration en protéine minimale et rapport protéine/calcium) (Graveland-Bikker, Ipsen
et al. 2004; Ipsen and Otte 2007). La particularité de ces fibres est qu’elles ne sont
obtenues qu’en présence de calcium et avec une protéiné qui a subi préalablement une
protéolyse ménagée par une sérine protéase particuliére, extraite de Bacillus licheniformis
(Ipsen and Otte 2007).

La formation de gels a partir d’a-lactalbumine intacte, et induite par de
fortes températures (80°C), a été montrée a pH neutre dans deux articles étudiant

notamment ’influence de 1’a-lactalbumine sur la gélification de la B-lactoglobuline (Hines
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and Foegeding 1993; Kavanagh, Clark et al. 2000). Plus particuliérement, 1’équipe de
Kavanagh et al. a suivi les gélifications & 80°C de différents rapports de concentration
entre la b-Lg et 1’a-La ainsi que des protéines seules constituant leurs témoins. Le témoin
correspondant a 1’a-La seule présente & pH 7 un temps de gélification 10 fois plus lent que
celui observé avec la b-Lg seule. Ces gels d’a-La n’ont pas attiré ’attention des chercheurs
et n’ont donc pas été caractérisés d’un point de vue structural et rhéologique. Un gel d’a-La
préparé selon les conditions décrites par Kavanagh et al. a été préparé par la Demanderesse
(voir I’exemple 3) ; il présente des caractéristiques macroscopiques différentes de celles
des hydrogels mis au point par la Demanderesse ; il est dur, élastique et irréversible (il ne
change pas de forme lorsqu’il est soumis a une contrainte).

Enfin, la thése de C. Blanchet (« Repliement des protéines et formation
de fibres amyloides. Le cas de ’a-lactalbumine », soutenue le 23/06/2008) décrit un
procédé de préparation de suspension d’o-lactalbumine a 40°C, a pH 2 a différentes
concentrations en sel (NaCl de 0 a 150 mM), ces procédés ne sont toutefois pas mis en
ceuvre dans le but spécifique de préparer des gels mais pour caractériser le comportement
de I’a-lactalbumine.

Les gels obtenus avec 150 mM de NaCl ont toutefois été caractérisés, ils
ont un comportement rhéofluidifiant ; il n’est pas suggéré dans cette thése que de tels gels
décrits puissent présenter un comportement thixotrope et un tel comportement ne peut se
déduire des essais présentés dans cette thése.

La Demanderesse a reproduit le procédé de préparation d’hydrogel d’a-
lactalbumine tel qu’il est décrit dans cette thése et a pu confirmer expérimentalement que
les gels ainsi obtenus ne sont pas thixotropes (voir I’exemple 4 ci-apres).

Un fluide rhéofluidifiant (ou pseudoplastique) est un fluide dont la
viscosité diminue si la contrainte de cisaillement ou la vitesse de déformation qui lui est
appliquée augmente (voir le préambule de I’exemple 2).

Il convient de préciser que les fluides rhéofluidifiants ne sont pas
nécessairement thixotropes, c’est le cas par exemple des gels de carbopol (Piau 2007;
Tokpavi, Jay et al. 2009).

Dans le cadre de ses travaux, la Demanderesse est parvenue a mettre au
point des hydrogels d’a-lactalbumine rhéofluidifiants, a seuil et thixotropes.

La définition de la thixotropie communément admise (Mewis 1979;
Pignon, Magnin et al. 1998) est la suivante: un matériau est communément appelé

thixotrope, si partant d'un état de repos pendant une période suffisamment longue, sa
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viscosité décroit avec le temps et sa structure se modifie, lorsqu'un gradient de cisaillement
constant lui est appliqué. De manicre réversible, si le cisaillement est interrompu, la
viscosité croit de nouveau, le matériau recouvre alors graduellement la consistance et la
structure qu'il avait au repos (Figure 1).

Cette caractéristique est treés recherchée notamment pour I’étalement et
I’application de nombreux produits en alimentaire (gels de protéines de lait ou de soja
WO02008/130252), dans les peintures ou les produits cosmétiques. Elle peut également étre
trés utile comme méthode non-invasive d’injection in situ d’hydrogels dans la délivrance
ciblée de molécules ou pour la reconstruction tissulaire. Un article paru dans Nature
Nanotechnology montre que des gels thixotropes composés par exemple de PEG-silice
peuvent étre utilisés et présentent divers avantages a la culture cellulaire 3D (Pek, Wan et
al. 2008).

Les hydrogels selon ’invention sont dits a seuil car une contrainte
minimum doit étre appliquée pour pérmettre au matériau de couler au-dela d’une
déformation, désignée déformation critique vy, ayant, dans le cadre de la présente invention,
une valeur supérieure a 0,1, de préférence comprise entre 0,1 et 1. La déformation critique
est atteinte lorsque qu’une contrainte suffisamment élevée (contrainte seuil) est appliquée a
un hydrogel complétement au repos pour que ledit hydrogel commence a couler ; elle est
identifiée graphiquement par le croisement de la courbe du module de stockage G’ et de
celle du module de perte G’ (voir ’exemple 2 et la Figure 6).

Plus particulierement, la présente invention se rapporte a un procédé de
préparation d’un hydrogel d’a-lactalbumine a partir d’une suspension aqueuse
d’a-lactalbumine a une concentration C,.1, comprise entre 5 et 60 mg/mL, comprenant les
étapes suivantes :

a) la mise en suspension de 1’o-lactalbumine dans une solution aqueuse
acide ayant une force ionique inférieure ou égale a 60 mM, de préférence, inférieure a
50 mM et, encore préférentiellement, ayant une valeur de 30 mM ; ladite mise en
suspension consistant en ;

(al) la préparation d’une solution aqueuse acide ayant une
concentration en protons exprimée en mM déterminée par la
somme : (valeur numérique de C, 1, exprimée en g/L) + 10 ;

(a2) la mise en suspension de I’a-lactalbumine dans ladite solution

aqueuse acide ; et
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(a3) si nécessaire, I’ajustement du pH a une valeur comprise entre
1,5 et 2,5, de préférence, entre 1,8 et 2,2, et encore
préférentiellement, le pH vaut 2,0 ;

b) la formation du gel a partir de ladite suspension d’o-lactalbumine
obtenue a I’issue de I’étape a); ladite formation du gel est mise en ceuvre dans les
conditions suivantes :

- a une température inférieure a 60°C, de préférence comprise entre 35 et
55°C;

- sous une agitation ayant une intensité définie par un nombre de
Reynolds compris entre 37 et 1000, de préférence entre 300 et 500 ;

- pendant 10 heures & 1 semaine (168 heures), notamment, entre 48 et 96
heures, et

- en I’absence d’évaporation d’eau de ladite suspension d’a-lactalbumine.

La suspension aqueuse d’a-lactalbumine peut étre également désignée
solution dans ce qui suit.

De fagon surprenante, malgré une force ionique faible ou nulle de la
solution aqueuse utilisée pour la préparation de I’hydrogel d’a-La, la Demanderesse a
constaté qu’il était tout de méme possible d’obtenir un hydrogel thixotrope et que cet
hydrogel présentait une stabilité dans le temps satisfaisante ; en effet, la Demanderesse a
observé que les hydrogels a faible force ionique sont plus stables dans le temps que ceux
obtenus a forte force ionique (> 60 mM) qui deviennent visqueux avec le temps. En outre,
la préparation d’hydrogel ayant une teneur trés faible en sel est avantageuse par exemple
pour des utilisations comme texturant alimentaire.

L’o-lactalbumine est une petite métalloprotéine globulaire de 14 kDa
possédant 4 ponts disulfures, elle est structurellement homologue au lysozyme et nécessite
la présence de calcium pour une structure fonctionnelle. C’est la protéine la plus abondante
du lactosérum humain et la deuxiéme protéine aprés la b-Lg dans le lactosérum bovin. Elle
fait partie des protéines modeles dans les études de repliement car elle est capable dans des
conditions précises, d’adopter un état partiellement replié particulier : I’état « molten
globule » (MG) (Permyakov and Berliner 2000).

L’a-La est la protéine du lait la moins allergéne (Restani, Ballabio et al.
2009) et malgré une certaine résistance aux enzymes digestives en présence des autres
protéines du lait, les peptides libérés par I’action de différentes protéases sur I’a-La sont

largement étudiés.
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De nombreux procédés d’enrichissement du lactosérum en a-La ou de
purification de I’a-La sont utilisés a 1’échelle industrielle : filtration sur membranes ;
chromatographies sur colonnes (IEX, SEC, HIC) ; hydrolyse enzymatique pour dégrader
les caséines ou la b-Lg, combinée avec de la filtration sur membrane ou encore
précipitation isoélectrique combinée avec un traitement thermique pour précipiter 1’a-La
(Kamau, Cheison et al. 2010).

Le procédé selon l’invention peut étre mis en ceuvre avec toute
o-lactalbumine ; selon un mode de mise en ceuvre particulier, il s’agit d’a-lactalbumine
issue de l’industrie fromagére provenant de lait de vache, de brebis, de chévre, de
bufflonne, de chamelle, de jument,...

Dans le cadre de la mise en ceuvre du procédé selon ’invention, la source
d’a-lactalbumine utilisée présente de préférence une pureté d’au moins 85%,

préférentiellement d’au moins 90%. Il est également possible de mettre en ceuvre le

procédé selon I’invention avec du lactosérum enrichi en a-lactalbumine et ayant une teneur

d’au moins 45% en poids d’o-lactalbumine.

De préférence, la suspension d’a-lactalbumine obtenue a I’issue de
I’étape a) est filtrée. Cette filtration peut étre réalisée avec un filtre ayant un seuil de
coupure tel qu’il laisse passer les objets ayant un poids moléculaire inférieur ou égal a
20 kDa, comme les protéines d’a-La, mais retient les microorganismes et autres
contaminants ; on peut ainsi utiliser des filtres de seuil de coupure inférieur ou égal a
0,5 pm, par exemple, les filtres commerciaux a 0,22 pm.

La mise en ceuvre de l’étape b) de formation du gel est réalisée avec une
température homogéne de 1’ensemble de la suspension d’a-lactalbumine. |

L’agitation de la suspension d’a-lactalbumine mise en ceuvre au cours de
cette étape b) doit également étre homogene dans tout le récipient d’agitation.

Afin de caractériser I’intensité de 1’agitation, qui doit étre faible mais non
nulle, indépendamment de la géométrie et de la taille du récipient et de Iagitateur, la
Demanderesse a déterminé une gamme de valeur du nombre de Reynolds adaptée a la mise
en ceuvre du procédé selon I’invention ; ainsi, le nombre de Reynolds doit étre compris
entre 37 et 1000, de préférence, entre 300 et 500. Les modalités de détermination du
nombre de Reynolds sont détaillées dans [’exemple 1 ci-apres.

A titre d’exemple, lorsque le procédé est réalisé a 1’échelle du laboratoire
(volume de suspension d’a-lactalbumine cor"npris entre 1 ml et 100 ml), I’agitation peut

étre effectuée a 'aide de plateau rotatif ou bien avec un barreau magnétique dont la
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longueur est comprise entre 70 et 90% du diamétre dudit récipient ; dans ces cas, la vitesse
d’agitation est comprise entre 10 et 300 tours par minute (rpm).

Les gels d’a-La sont formés a pH acide, favorable a la forme MG et donc
a la fibrillation de la protéine. La valeur du pH est extrémement importante pour la
formation des gels puisqu’elle est par exemple impossible & pH 3 (Kavanagh, Clark et al.
2000).

Lors de la mise en ceuvre de 1’étape (al) du procédé selon ’invention, la
teneur en protons permettant d’obtenir le pH acide nécessaire a la formation de I’hydrogel
peut étre obtenue avec un acide fort, par exemple du HCI.

Il est essentiel de réaliser I’acidification selon étape (al) avant 1’étape
(a2) de mise en suspension de 1’a-La.

La force ionique mise en ceuvre pour la préparation de I’hydrogel selon
I’invention et qui est comprise entre 0 et 60 mM est obtenue par ’ajout éventuel de sel
pouvant étre choisi parmi les halogénures de métal alcalin ou alcalinoterreux, tels que par
exemple NaCl, KCl, MgCl,, CaCl,... ; les carbonates de métal alcalin ou alcalinoterreux
ou leur mélange ; les phosphates, tels que par exemple le phosphate de sodium ou de
potassium ou encore les sulfates tels que par exemple, le sulfate de sodium ou de
magnésium....

La concentration en sel de la solution aqueuse d’a-La est classiquement
déterminée par I’homme du métier en fonction de la force ionique souhaitée.

Selon une variante particuliére de mise en ceuvre du procédé selon
I’invention, il est mis en ceuvre sans ajout de sel.

L’exemple 2 qui suit montre la caractérisation rhéologique des hydrogels
d’a-La obtenus par le procédé¢ selon I’invention.

La présente invention se rapporte également aux hydrogels
d’a-lactalbumine susceptibles d’étre obtenus selon le procédé de I’invention.

I s’agit plus spécifiquement d’hydrogels ayant une teneur en
a-lactalbumine comprise entre 5 et 60 mg/mL ; un pH compris entre 1,5 et 2,5, de
préférence entre 1,8 et 2,2 et encore préférentiellement, le pH vaut 2,0 ; une force ionique
inférieure ou égale a 60mM, de préférence, inférieure a 50mM et, encore
préférentiellement, ayant une valeur de 30 mM.

Ces hydrogels se caractérisent par un comportement de fluide
théofluidifiant, & seuil de contrainte (un écoulement survient lorsqu’une déformation

critique comprise entre 0,1 et 1 est appliquée) et thixotrope ; la viscosité de ces hydrogels
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diminue si la contrainte de cisaillement ou la vitesse de déformation qui leur est appliquée
augmente, en outre, ces hydrogels se déstructurent sous l’influence du cisaillement
(liquéfaction) et se restructurent lorsque le cisaillement cesse (solidification).

Produits a partir de sources naturelles comme le lait ou le lactosérum, les
hydrogels d’a-lactalbumine selon ’invention s’inscrivent dans le cadre du développement
durable. Le produit est naturel et donc biodégradable, biocompatible, non toxique et
considéré comme GRAS (generally recognized as safe). De plus, le procédé de production
est compatible avec les procédés de chimie verte, c’est-a-dire chimie douce qui préserve
I’environnement puisqu’il n’utilise ni solvant, ni agent de réticulation.

Les protéines du lait, et en particulier [’a-lactalbumine, présentent des
propriétés remarquables :

- leurs propriétés physico-chimiques sont bien connues: structure,
stabilité, solubilité, affinité pour les métaux, hydrophobicité...

- I’auto-assemblage des protéines se fait sous forme de fibres, une des
fondations des nanotechnologies ;

- elles ont de hautes valeurs nutritionnelles ;

- elles présentent divers effets biologiques observés surtout a partir des
peptides dérivés de leur protéolyse (Madureira, Pereira et al. 2007).

En outre, I’utilisation de ces protéines a 1’échelle industrielle est adaptée
car :

- leur source, le lactosérum, a un faible coit ;

- les procédés de purification des protéines du lactosérum a I’échelle
industrielle sont déja connus ;

- les quantités disponibles sont considérables : d’une part du fait de la
quantité d’a-La contenue dans le lactosérum (plus de 1 g/L dans le lactosérum bovin) et
d’autre part du fait des quantités de lactosérum disponibles puisque sous-produit de
I’industrie fromagére et donc matiére a valoriser.

Le lactosérum ou petit-lait est le principal déchet des fromageries et des.
caséineries. Les principales protéines du lactosérum sont la B-lactoglobuline (b-Lg),
’a-lactalbumine (a-La), des immunoglobulines, la sérum albumine bovine (SAB) et la
lactoferrine (Lf).

Les quantités de lactosérum disponibles dans le monde sont
considérables. En France, 15 milliards de litres de lactosérum sont générés chaque année

par la production des fromages de vache. En I’absence de solution de valorisation, le
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lactosérum non autoconsommeé par le bétail est déversé dans les riviéres ou épandu dans les
champs, avec des conséquences néfastes pour le milieu naturel : pollution des cours d’eau,
lacs et nappes phréatiques et nuisances olfactives. Cette pollution est principalement due a
la fermentation des matiéres organiques du lactosérum (lactose et matieres azotées) et a la
diminution de la teneur en oxygene dissous de I'eau au-dessous d'un seuil acceptable. En
effet, les demandes chimique et biologique en oxygene (DCO et DBO) de ce déchet sont
fortes (DCO de 50 a 70 g/L) et en font une matiére gravement polluante. La mise en place
de dispositifs économiquement acceptables, visant a collecter et valoriser le lactosérum, est
aujourd’hui obligatoire pour réduire ces atteintes a I’environnement.

La forte valeur nutritionnelle, fonctionnelle et biologique de 1’a-La
justifie son intérét dans les domaines alimentaire, pharmaceutique et cosmétique.
L’utilisation des hydrogels d’a-La selon P’invention peut étre envisagée sous forme
d’hydrogels en tant que tels bien évidemment mais aussi sous forme de films par étalement
(spin-coating) puis séchage des gels, ou encore sous forme de fils par extrusion ou électro-
spinning des gels.

La Demanderesse a mis en évidence que les hydrogels d’a-La ayant une
teneur en a-lactalbumine comprise entre 5 et 60 mg/mL et préparés a pH acide, c'est-a-dire,
compris entre 1,5 et 2,5, de préférence entre 1,8 et 2,2 et encore préférentiellement, a
pH 2,0, quelle que soit leur force ionique, sont rhéofluidifiants, a seuil et thixotropes.

Bien que ces hydrogels présentent un pH acide a I’issue de leur
préparation, il est possible d’augmenter leur pH afin de 1’adapter aux utilisations qu’on
souhaite faire desdits hydrogels tout en préservant leurs propriétés rhéologiques.

Ainsi, selon un autre de ses objets, la présente invention se rapporte a des
hydrogels thixotropes ayant une teneur en a-lactalbumine comprise entre 5 et 60 mg/mL et
réparés a un pH acide mais dont le pH a pu étre augmenté par la suite, pour une utilisation
ou leurs propriétés rhéologiques s’averent avantageuses.

Composés de produits comestibles, les hydrogels d’a-La trouvent en
particulier de nombreuses applications dans le domaine de I’industrie agro-alimentaire.

Ainsi, la présente invention se rapporte & un produit alimentaire
comprenant un hydrogel thixotrope d’a-lactalbumine ayant une teneur en o-lactalbumine
comprise entre 5 et 60 mg/mL et a 1’utilisation d’un tel hydrogel d’a-lactalbumine comme
agent texturant alimentaire. Selon un mode de réalisation particulier, la force ionique
desdits hydrogels est comprise entre 0 et 60 mM, de préférence, inférieure a 50 mM et,

encore préférentiellement, ayant une valeur de 30 mM.
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Selon la consistance' souhaitée du produit alimentaire, il pourra contenir
entre 0,5 et 98% d’hydrogel thixotrope d’a-lactalbumine en poids par rapport au poids total
dudit produit alimentaire.

De par les propriétés de 1’o-lactalbumine rappelées plus haut, les
hydrogels selon I’invention sont particuliérement adaptés a la préparation de biomatériaux.
On entend par "biomatériaux" des matériaux destinés a étre en contact temporaire ou
permanent avec différents tissus, organes ou fluides d'un étre vivant, dans un but
diagnostique, préventif ou thérapeutique ; les biomatériaux comprennent également les
matériaux destinés a étre implantés dans un organisme vivant.

Ainsi, la présente invention se rapporte également aux hydrogels
thixotropes d’a-lactalbumine ayant une teneur en o-lactalbumine comprise entre 5 et
60 mg/mL, pour une utilisation comme produit utilisé pour le traitement et/ou la
cicatrisation des plaies ; en particulier, ces hydrogels ont une force ionique comprise entre
0 et 60 mM. En effet, les hydrogels d’a-lactalbumine répondent aux critéres généralement
considérés pour la préparation de pansement : biocompatibilité et absence de cytotoxicite ;
prévention de la déshydratation de la plaie avec le maintien d’un environnement humide ;
protection contre les poussieres et les bactéries; maintien des échanges gazeux ;
application facile sur la plaie et facilité pour ’enlever apres cicatrisation.

En outre, afin d’améliorer leur efficacité, les hydrogels pourront
également comprendre un ou plusieurs composés actifs tels que des composés capables de
promouvoir la cicatrisation cutanée, par exemple en favorisant 1’épithélialisation en
délivrant des molécules actives spécifiques (ex : EGF) ou des composés antimicrobiens.

Ainsi la présente invention se rapporte a un pansement composé d’au
moins un hydrogel thixotrope d’a-lactalbumine ayant une teneur en o-lactalbumine
comprise entre 5 et 60 mg/mL ; selon une variante particuliére, ces hydrogels ont une force
ionique comprise entre 0 et 60 mM, de préférence, inférieure a 50 mM et, encore
préférentiellemeht, ayant une valeur de 30mM. Optionnellement, ledit pansement
comprend en outre au moins un composé actif tel quun agent cicatrisant ou un agent
antimicrobien.

Selon une variante, le pénsement selon I’invention comporte un film
externe perméable a 1’air et imperméable aux liquides et aux microorganismes ; un tel film
peut par exemple étre composé de polyuréthane.

Selon un autre de ses objets, la présente invention se rapporte a une

composition cosmétique comprenant au moins un hydrogel thixotrope d’o-lactalbumine
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ayant une teneur en o-lactalbumine comprise entre 5 et 60 mg/mL, et a 1’utilisation d’au
moins un tel hydrogel thixotrope d’a-lactalbumine pour la préparation d’une composition
cosmétique, en particulier, comme agent hydratant de la peau dans des compositions
destinées au soin de la peau (gel, créme, lotion..) ou comme tensio-actif (produits lavant,
shampoing...) ; selon une variante particuliére, ces hydrogels ont une force ionique
comprise entre 0 et 60mM, de préférence, inférieure a 50mM et, encore
préférentiellement, ayant une valeur de 30 mM.

Enfin, de par leur comportement thixotrope, les hydrogels ayant une
teneur en a-lactalbumine comprise entre 5 et 60 mg/mL sont avantageusement utilisés pour
la préparation de peintures, en particulier industrielles. En effet, les hydrogels permettent 4
ces peintures de rester solides lors de leur transport et leur stockage évitant ainsi un
¢écoulement indésirable tout en présentant un étalement facile a 1’utilisation. En outre, les
hydrogels permettent d’améliorer la stabilité et la conservation des peintures industrielles
qui sont habituellement utilisées dans des tanks agités en permanence. Par une agitation
réalisée uniquement au moment de leur utilisation, ils permettent en plus de réaliser une
économie énergétique.

Ainsi, la présente invention se rapporte encore a l’utilisation d’un
hydrogel thixotrope d’a-lactalbumine ayant une teneur en a-lactalbumine comprise entre 5
et 60 mg/mL, pour la préparation de peintures, en particulier industrielles, et & des
peintures comprenant un tel hydrogel ; selon une variante particulicre, ces hydrogels ont
une force ionique comprise entre 0 et 60 mM, de préférence, inférieure & 50 mM et, encore
préférentiellement, ayant une valeur de 30 mM.

Outre les dispositions qui précedent, 1’invention comprend encore
d’autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se réferent a des
exemples de mise en ceuvre de la présente invention, ainsi qu’aux figures annexées dans
lesquelles :

Figures

La Figure 1 illustre le comportement des fluides thixotropes dont la
viscosité décroit avec le temps lorsqu'un gradient de cisaillement constant lui est appliqué,
et qui, de maniere réversible, croit de nouveau si le cisaillement est interrompu.

La Figure?2 représente le suivi de la déstructuration et de la
restructuration a 15°C au cours du temps d’un hydrogel d’a-La a4 20 mg/mL et 30 mM de
NaCl en petites déformations en cisaillement harmonique. Différentes procédures de suivi

de I’évolution des modules élastiques G’ (cercle plein) et visqueux G’’ (cercle vide) en
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fonction du temps et de la déformation imposée (croix), ont été appliquées ; les contraintes

appliquées a chaque étape sont détaillées dans I’exemple 2 qui suit.

La Figure 3 représente le suivi de la restructuration a 15°C au cours du
temps d’un hydrogel d’a-La a 20 mg/mL et 30 mM de NaCl aprés une déstructuration en
grande déformation 4 un gradient de cisaillement de 10 s ; le module élastique G’ est
représenté en cercle plein et le module visqueux G’ en cercle vide.

La Figure 4 illustre la fin du suivi de la restructuration a 15°C au cours
du temps d’un hydrogel d’a-La a 20 mg/mL et 30 mM de NaCl aprés une déstructuration
en grande déformation & un gradient de cisaillement de 10 s™' (étape 6), puis I’étape 7 de
déstructuration en cisaillement harmonique a amplitude de déformation croissante, et enfin
I’étape 8 de suivi de la reprise de consistance en petite déformation

La Figure 5 est une comparaison de la cinétique de restructuration a
15°C temps d’un hydrogel d’a-La a 20 mg/mL et 30 mM de NaCl (étape 6) aprés une
déstructuration en grande déformation a un gradient de cisaillement de 10 st (G est
représenté en triangle plein et G’ en triangle vide) et (étape 8) apres une déstructuration en
petites déformations en cisaillement harmonique a amplitude de déformation croissante (G’
est représenté en cercle plein et G’ en cercle vide).

La Figure 6 représente le suivi de la déstructuration en cisaillement
harmonique a amplitude de déformation croissante a 15°C temps d’un hydrogel d’a-La a
20 mg/mL et 30 mM de NaCl : identification de la déformation critique y, d’environ 0.2 au
dela de laquelle la transition sol-gel commence & apparaitre (étape 7).

La Figure7 représente le suivi de la déstructuration et de la
restructuration a 15°C au cours du temps d’un hydrogel d’a-La en petites déformations en
cisaillement harmonique ; 20 mg/mL — 0 mM NaCl.

La Figure8 représente le suivi de la déstructuration et de la
restructuration 4 15°C au cours du temps d’un hydrogel d’a-La en petites déformations en
cisaillement harmonique ; 20 mg/mL — 60 mM NaCl

La Figure9 représente le suivi de la déstructuration et de la
restructuration & 15°C au cours du temps d’un hydrogel d’a-La en petites déformations en
cisaillement harmonique ; 40 mg/mL — 60 mM NaCl.

La Figure 10 compare les niveaux des modules viscoélastiques G* et G’
en fonction de la force ionique en NaCl et de la concentration en a-La : le module G’ pour
un hydrogel 4 20 mg/mL d’a-La est représenté par des disques pleins, le module G** pour

un hydrogel a 20 mg/mL d’a-La est représenté par des disques vides, le module G’ pour un



10

15

20

25

30

WO 2012/136909 14 PCT/FR2012/000138

hydrogel a 40 mg/mL d’a-La est représenté par des triangles pleins et le module G’ pour un
hydrogel a4 40 mg/mL d’a-La est représenté par des triangles vides. Les niveaux ont été
comparés au méme temps de restructuration 500 s de 1’étape 3 correspondant a la zone de
cinétique lente de restructuration.

La Figure 11 est un graphe qui compare les niveaux de déformation
critique y. en fonction de la force ionique en NaCl et de la concentration en a-La (disques
vides pour une concentration en a-La de 20mg/mL et disques pleins pour une
concentration en a-La de 40 mg/mL). Pour chaque condition, le phénomene de
déstructuration est trés reproductible ce qui met en évidence la grande capacité du systeme
a subir des sollicitations de cisaillement diverses sans subir de modification physico-
chimique ou de dénaturation quelconque.

La Figure 12 représente le suivi de la déstructuration ef de la
restructuration a 15°C au cours du temps de deux hydrogels d’a-La & 20 mg/mL et 0 mM
de NaCl (I’un préparé a partir d’a-La purifié, le second & partir de lactosérum enrichi a
45% d’a-La) en petites déformations en cisaillement harmonique. Différentes procédures
de suivi de I’évolution des modules élastiques G’ (cercle plein pour ’hydrogel préparé a

partir d’a-La purifié ; triangle plein pour I’hydrogel préparé a partir de lactosérum enrichi &

- 45% d’a-La) et visqueux G’ (cercle vide pour I’hydrogel préparé a partir d’a-La purifié ;

triangle vide pour I’hydrogel préparé a partir de lactosérum enrichi a 45% d’a-La) en
fonction du temps et de la déformation imposée (croix), ont été appliquées ; les contraintes
appliquées au cours des étapes 1 a 3 sont détaillées dans I’exemple 2 qui suit.

La Figure 13 comprend deux clichés de tubes Ependorf comprenant,
d’une part, un hydrogel réaﬁsé selon le protocole de la thése de C. Blanchet (B) et, d’autre
part, un hydrogel selon I’invention (A). Le cliché de gauche montre ces deux hydrogels
aprés leur préparation (les deux sont dans I’extrémité conique des tubes) ; le clich¢ de
droite montre ces deux hydrogels aprés agitation, I’hydrogel (A) selon I’invention est dans
la partie basse du tube Ependorf alors que I’hydrogel (B) est resté dans la partie haute
(extrémité conique).

Exemple 1 — détermination de la gamme de valeur du nombre de Reynold de

Pintensité I’agitation pour la mise en ceuvre du procédé selon I’invention

Le nombre de Reynolds représente ’intensité de I’agitation ; dans un

r M r M 4 by Vd AY
réacteur agité, il est égal A Re = 3;4— ou:

- p est la masse volumique du fluide mélangé en Kg.m'3,
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- V est la vitesse de rotation du barreau magnétique en (m/s),
- pest la viscosité du fluide mélangé en (Pa.s) et
- d est la dimension de l’outil d’agitation (par exemple, la longueur pour le cas d’un
barreau magnétique) (en m).

La vitesse de rotation N du barreau magnétique est définie par la vitesse
imposée par 1’agitateur. Pour une gamme de vitesse allant de 0 a 300 rpm.

La relation entre la vitesse V en m/s et la vitesse de rotation N en rpm est
: d
la suivante : V = -;%N

nd?
PEEN.
30u

Soit on peut évaluer un nombre de Reynolds : Re =

Les fluides mélangés (poudre d’alpha-lactalbumine + suspension
aqueuse) ont une viscosité trés proche de celle de 1’eau car la concentration en poudre
d’alpha-lactalbumine est suffisamment faible pour ne pas modifier fortement la viscosité
de la suspension lors de son introduction dans 1’eau: en conséquence lors du mélange
initial de la suspension, la viscosité et la masse volumique de la suspension agitée serra
prise égale a celle de I’eau soit : p = 1000 K/u3, p=10"Pas.

| La taille du barreau magnétique utilisé est de d = 6x 10° m de longueur.

Le tableau ci-dessous regroupé des exemples de Valeufs de nombres de

Reyholds adaptées au mélange préconisé pour obtenir des gels thixotropes a partir de

suspensions d’alpha-lactalbumine :

_1000.7.(6.1073)?

Re 30,103 N=12nN
N (rpm) V (m/s) = (2x104 7t) x N Re=12~xN
10 21 x107 12 7t = 37.699
100 21 x1072 120 1 =376.99
300 27 X 0.03 360 & = 1130.973

Exemple 2 — préparation d’hydrogels d’a-lactalbumine selon I’invention

2.1. Hydrogel préparé a partir d’a-La purifiée

La protéine purifiée, « a-lactalbumin from bovine milk Type III, calcium
depleted, >85% » vendue sous la référence catalogue « L6010 » commercialisée par
Sigma, et lyophilisée est resuspendue dans une solution aqueuse d’HCI contenant ou non

du NaCl.
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La concentration d’HCI dépend de la concentration finale d’a-La. Elle est
calculée en mM en ajoutant 10 a la valeur numérique de la concentration souhaitée en
a-La.

Par exemple, si on souhaite se placer a 40mg/mL d’a-La, la
concentration d’HCI pour la resuspendre sera de 40 + 10 = 50 mM.

Tout d’abord, il faut préparer la solution d’HCl a la concentration
déterminée puis y ajouter du NaCl entre 0 et 60 mM. Ensuite, il faut peser la quantité
d’a-La nécessaire. Cette quantité dépend de la concentration finale de protéine et du
volume de gel a préparer. Les concentrations en a-La utilisées s’étendent de 5 a 60 mg/mL.

La protéine est dissoute dans le volume défini de solution d’HCI puis le
pH est ajusté a 2,0+0,1 avec quelques microlitres d’HCl 1M. La solution est placée sous
agitation magnétique a 1’aide d’un barreau aimanté et incubée sur la nuit & une température
pouvant aller de 37 4 45°C. Le lendemain soit environ 16h plus tard, le gel est formé.

2.2. Hydrogel préparé a partir de lactosérum enrichi 8 45% d’a-La

Le protocole qui précéde est reproduit en utilisant un lactosérum enrichi

en a-La 45% en poids fourni par la Société Armor Protéines.

Exemple 3 - Détermination des caractéristiques viscoélastiqgues des hydrogels d’a-La

par rhéologie

Notions de rhéologie

La rhéologie est une branche de la physique qui étudie 1’écoulement ou la
déformation des corps sous I’effet des contraintes qui leur sont appliquées, compte tenu de
la vitesse d’application de ces contraintes ou plus généralement de leur variation au cours
du temps.

A haute concentration en o-lactalbumine, la formation de fibres
amyloides s’accompagne d’une augmentation de viscosité de la solution. Lorsque les fibres
sont formées, elles interagissent entre elles pour former un gel. Cette augmentation de
viscosité est suivie par théométrie. L’échantillon placé dans un rthéometre va €tre soumis a

une certaine contrainte (7 ) dépendante de la vitesse de cisaillement () appliquée. La
contrainte 7 varie avec le taux de cisaillement y et le rapport entre les deux permet de
déterminer la viscosité (77) du fluide étudié. Lorsque 7 est proportionnelle a ¥, alors 77 est
une constante et le fluide est Newtonien tandis que si r n’est pas proportionnelle a y,

alors le fluide est non-newtonien et peut étre de différentes natures :
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- si la viscosité 77 diminue quand r et y augmentent, alors on a un fluide
rhéofluidifiant ;

- a linverse, si n augmente quand r et y augmentent, alors on a un
fluide rhéoépaississant.

Les fluides thixotropes sont rhéofluidifiants, leur viscosité diminue sous

une méme contrainte au cours du temps a cause d’une déstructuration du matériau. Ces

fluides sont réversibles puisque lorsque la contrainte est stoppée, le matériau se restructure
pour retrouver ses caractéristiques viscoélastiques initiales.

Les caractéristiques viscoélastiqﬁes d’un matériau sont obtenues par la
détermination des modules dynamiques de viscosité selon la loi de Hooke: 1= Gy ou G
posséde deux composantes, G’ et G*°, qui servent a quantifier le comportement visqueux
ou élastique des matériaux. G’ est le module de stockage (élastique) et G’” est le module de
perte (visqueux). Quand le caractere élastique domine, G’>>G’’ et a ['inverse quand le
caractere visqueux domine, G’<<G"’.
Comportement rhéométrique des gels

3.1. Mesures rhéométriques

La caractérisation du comportement sous écoulement de cisaillement des
gels d’a-La a été effectuée en rhéométrie rotative. Les mesures ont été réalisées a 1’aide
d’un rhéomeétre rotatif a couple imposé¢ (ARG2, TA Instrument, 78 Guyancourt, France).
Les géométries utilisées sont des géométries cOne-plan en titane (angle 4°, diametre
20 mm, troncature 113 pm). Pour éviter 1’évaporation de 1’échantillon au cours des
mesures, I’atmosphére a €té saturée en eau autour de 1’échantillon. Pour les mesures en
cisaillement harmonique, une étude préliminaire a permis de définir les niveaux de
déformation et de fréquence optimum pour lesquelles les mesures appartiennent au
domaine de régime linéaire. Dans ce domaine, la sollicitation de cisaillement harmonique
imposé ne modifie pas le comportement rhéologique des suspensions, et ne fait que sonder
les modules viscoélastiques des gels sans les perturber. La fréquence de 0.1 Hz a été
définie comme appartenant au régime linéaire quelle que soit la déformation imposée et le
temps de restructuration des échantillons. L’ensemble des mesures en cisaillement
harmonique sera donc effectué a cette fréquence de 0.1 Hz. Dans le suivi de la
restructuration, une déformation y de 0.01, a aussi été définie comme ne perturbant pas la
mesure de G* et G”’, et sera systématiquement utilisée pour suivre la restructuration des

échantillons.
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3.2. Suivi temporel de déstructuration - restructuration des gels sous cisaillement

3.2.1. Comportement en petites déformations

Une procédure de suivi de consistance par cisaillement harmonique a été
mise en place et utilisée de maniére systématique pour différents échantillons a des
conditions de concentration et force ionique données.

La Figure 2 présente une succession de cisaillements harmoniques pour
un gel d’a-La (20 mg/mL a-La ~ 30 mM NacCl) suivant les conditions d’amplitude de

déformation rapportées dans le Tableau I ci-dessous :

Etape ¥
1- Suivi temporel de la restructuration suite a la mise en
place du gel dans I’entrefer des outils. 001
2- Rampe en déformation pour déstructurer le gel 0.01a10
3- Suivi temporel de la restructuration 0.01
4- Rampe en déformation pour déstructurer le gel 0.01a10
5- Suivi temporel de la restructuration 0.01

Tableau I : Conditions de déformation appliquées lors de la procédure de déstructuration-
restructuration des gels d’a-La en cisaillement harmonique.

Lors des étapes 1, 3 et 5 a amplitude de déformation constante, on peut
mettre en évidence la reprise de consistance du gel correspondant a sa restructuration.

Lors des étapes 2 et 4, ’augmentation progressive de ’amplitude de
\déformation permet de suivre la déstructuration du gel occasionnée par le cisaillement
précédent. A amplitude de déformation croissante, les modules €lastique G’ et visqueux
G’ diminuent réguliérement jusqu’a une déformation critique y. au-dela de laquelle les
niveaux chutent fortement ce qui met en évidence la déstructuration du gel et le passage
d’un comportement élastique & un comportement visqueux (G’ devient inférieur a G*°).

La reprise de consistance au début des étapes 3 et 5, caractérisée par
I’augmentation de G’ et G’ au cours du temps, met clairement en évidence le
comportement thixotrope du gel. Lors de la restructuration, on peut remarquer qu’il existe
un temps court Trl de restructuration avec un forte reprise de consistance et de ’ordre de
300 s suivi d’un temps plus long Tr2 au cours duquel les augmentations de G’ et G”

suivent une cinétique plus lente.
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Les mémes observations peuvent étre faites en appliquant les trois
premiéres étapes décrites ci-dessus a I’hydrogel préparé a partir de lactosérum enrichi a
45% en poids d’a-La ; le gel obtenu est donc lui aussi thixotrope.
3.2.2. Comportement en grandes déformations

Afin de mettre en évidence le comportement thixotrope sur des
déformations de plus grandes amplitudes, un cisaillement simple en grande déformation a
été imposé, suivi par un cisaillement harmonique en petites déformations pour suivre la
reprise de consistance du gel au cours du temps. Afin de mettre en évidence ’effet du taux
de cisaillement sur le niveau de déstructuration atteint ainsi que sur la cinétique de

restructuration, différents gradients de cisaillement en grande déformation ont été

appliqués.
Etapes Y
6 - Suivi temporel de la restructuration suite a une
déstructuration en grande déformation 4 10 s™ 001
7 - Rampe en déformation pour déstructurer le gel 0.01a10
8 - Suivi temporel de la restructuration 0.01

Tableau II : Conditions de déformation appliquées lors des procédures de déstructuration
en grande déformation et de suivi de restructuration des gels d’a-La en cisaillement
harmonique.

Sur la Figure 3, est représentée la reprise de consistance (étape 6) apres
un cisaillement en grande déformation a4 un gradient de cisaillement de 10 s pendant
300 s. On peut noter a nouveau qu’il existe une premiére période Trl sur laquelle les
modules élastiques et visqueux croissent fortement avec le temps, et une deuxiéme période
Tr2 pour laquelle une cinétique de restructuration est beaucoup plus lente.

A la suite d’un long suivi de restructuration sur 1000 min (plus de 16 h),
une procédure de déstructuration en cisaillement harmonique a amplitude de déformation
croissante est a nouveau appliquée (étape 7) (voir la Figure 4), suivie d’une reprise de
consistance a petite déformation (étape 8) (voir la Figure 4).

Sur la Figure 5, sont comparées les deux reprises de consistance soit
aprés un cisaillement simple en grande déformation (étape 6), soit aprés un cisaillement
harmonique a amplitude de déformation croissante (étape 8). Les résultats mettent en
évidence des cinétiques de restructuration différentes suivant ces deux modes de

déstructuration employés. La cinétique de déformation croissante suite & un cisaillement
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simple en grande déformation est beaucoup plus lente que lors d’un cisaillement
harmonique en petite déformation a amplitude croissante. En effet le cisaillement en
grande déformation parvient a déstructurer 1’échantillon & un niveau supérieur que celui
obtenu lors d’un cisaillement en petite déformation. Ce résultat met a nouveau en évidence
I’importance du type de sollicitation et de son intensité sur le niveau de déstructuration
atteint dans 1’échantillon lors de son cisaillement, ce qui est révélateur du comportement de
systémes thixotropes.

Sur la Figure 6, est représentée 1’évolution des modules viscoélastiques
en fonction de la déformation, mesurés lors d’une procédure de déstructuration (étape 7) en
cisaillement harmonique a amplitude de déformation croissante. Il est mis en évidence que
la déformation critique v, au-dela de laquelle le gel commence a couler, identifi¢ par le

croisement de G’ et G°, est de 1’ordre de 0.2.

3.3, Effet de la force ionique sur le comportement thixotrope des gels d’a-La

Afin d’évaluer les différences de cinétique de restructuration-
déstructuration des gels d’a-La ainsi que des niveaux de consistance atteints en fonction de
la force ionique en NaCl, une procédure identique a celle présentée dans le Tableau I, a été
mise en ceuvre sur diverses suspensions d’a-La. Les résultats sont présentés dans les
Figures 72 9.

Sur la Figure 10, est représentée 1’évolution des modules viscoélastiques
G’ et G’ en fonction de la force ionique en NaCl et de la concentration en a-La. Les
niveaux ont été comparés au méme temps de restructuration 500s de [’étape 3
correspondant & la zone de cinétique lente de restructuration, c’est a dire sur le « plateau »
atteint lors de la restructuration. Il est mis en évidence que les niveaux de G’ et G’
diminuent loréque la force ionique augmente, ce qui correspond a une réduction de la
consistance du gel. L’augmentation de la concentration en a-La entraine une augmentation
des modules viscoélastiques.

Sur la Figure 11, sont comparées les déstructurations appliquées sur
divers échantillons ; ces résultats mettent en évidence que la déformation critique se
déplace vers des niveaux plus élevés lorsque la force ionique augmente ou lorsque la
concentration en protéine diminue. Des déstructurations successives d’un méme
échantillon présentent des déformations critiques du méme ordre de grandeur (non présenté
sur la figure) ce qui met en évidence la trés bonne stabilité du systéme a subir des
sollicitations successives de déstructuration-restructuration, ainsi qu’une tres bonne

stabilité dans le temps de par la reproductibilité des mesures en G* et G,
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Exemple 4 - préparation d’un hydrogel d’a-lactalbumine selon les conditions décrites

dans la thése de C. Blanchet

Le but de cet essai et de reproduire une suspension d’a-La susceptible
d’étre obtenue par le protocole décrit par C. Blanchet et al. puis de caractériser ses
propriétés rhéologiques.

Les expériences ont été conduites dans les conditions et selon le
protocole décrits a la page 203 de la thése : les protéines d’a-La (10 mg/mL avec 30 mM
de NaCl) sont mises en suspension, ensuite, le pH de cette suspension est ajusté a 2 puis la
suspension est introduite dans un tube Ependorf; le tube est agité a 40°C (les conditions
d’agitation sont celles utilisées pour la préparation des hydrogels sglon I’invention).

En parallele, un hydrogel 4 10 mg/mL d’a-La avec 30 mM de NaCl est
préparé par le procédé selon I’invention. ,

~ Le cliché de gauche de la Figure 13 illustre [’aspect des hydrogels ainsi
obtenus ((B) selon la thése et (A) selon I’invention) : ’hydrogel (B) présente un aspect
moins homogeéne que ’hydrogel (A).

On observe également que ces deux hydrogels n’ont pas le méme
comportement lorsqu’on les agite : le cliché de droite de la Figure 13 montre ces deux
hydrogels aprés agitation. En raison de son comportement thixotrope, la viscosité de
I’hydrogel (A) selon ’invention a diminué lors de 1’agitation et il a coulé dans la partie
basse du tube Ependorf; a contrario, ’agitation n’a pas provoqué d’écoulement de
I’hydrogel (B) qui est resté dans la partie haute du tube Ependorf (extrémité conique).

Exemple 5 - préparation d’un hydrogel d’a-lactalbumine &2 pH 7 et 80°C

Le but de cet essai et de reproduire 1’hydrogel décrit par Kavanagh, G.
M., A H. Clark, et al. (2000). "Heat-induced gelation of beta-lactoglobulin/
alpha-lactalbumin blends at pH 3 and pH 7." Macromolecules 33(19): 7029-7037, puis de
caractériser ses propriétés rhéologiques.

Conditions décrites dans ’article :

Concentration en a-La de 15% (w/w), c'est-a-dire 150 mg/mL
T°C=80°C

Solvant = eau déionisée

pH=7.0

Les gels sont observés au bout de 1 a 2h a 80°C.

Conditions mises en ceuvre :

Concentration en a-La de 15% (w/w), c'est-a-dire 150 mg/mL
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T°C = 80°C pendant 1h
Solvant = eau déionisée
pH=72

La vérification de la concentration en a-La est réalisée en mesurant
I’absorbance & 280 nm de la solution a 1’aide d’un spectrophotometre Nanodrop®
ND-1000 (LabTech) : les mesures sont réalisées sur trois solutions de protéines diluées
chacune au cinquiéme : Al = 61; A2 = 62; A3 = 61. La concentration d’a-La est
déterminée selon la loi de Beer-Lambert A = & C 1 ot & = 27880 L'mol™-cm™ et 1 =1 cm.
La concentration molaire C de la solution d’a-La est donc de 10.9 mM ce qui correspond a
une concentration massique de 154 mg/ml (la masse molaire de 1’a-La est de
14150 g mol™).

La solution d’a-La préparée est séparée en deux tubes de 200 pL. Un tube
est placé a 80°C, 1h, sans agitation et ’autre tube est conservé a température ambiante
comme témoin.

En moins d’une heure, un hydrogel s’est formé dans le tube placé a 80°C.
Le gel obtenu est dur, un cone ne s’enfonce pas dedans mais montre une certaine élasticité.
Il peut également étre démoulé en conservant la forme du tube ce qui n’est pas le cas des
hydrogels selon I’invention qui présentent une consistance plus molle.

L’hydrogel ainsi obtenu présente également un aspect plus transparent
alors que les hydrogels selon I’invention sont translucides (ils laissent passer une lumiére
diffuse mais on ne peut pas distinguer des objets au travers de ces hydrogels). Enfin, si on
le secoue fortement, il ne change pas de forme, il est irréversible.

L’hydrogel produit ici ne présente ainsi ni 1’aspect ni les propriétés

physiques des gels thixotropes réalisés selon le procédé de I’invention.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de préparation d’un hydrogel d’a-lactalbumine a partir d’une
suspension aqueuse d’o-lactalbumine & une concentration C,., comprise entre 5 et
60 mg/mL, comprenant les étapes suivantes :

a) la mise en suspension de I’a-lactalbumine dans une solution aqueuse
acide ayant une force ionique inférieure ou €gale a8 60 mM ; ladite mise en suspension
consistant en :

(al) la préparation d’une solution aqueuse acide ayant une
concentration en protons exprimée en mM déterminée par la
somme : (valeur numérique de C,.1, exprimée en g/L) + 10 ;

(a2) la mise en suspension de I’o-lactalbumine dans ladite solution
aqueuse acide ; et

(a3) si nécessaire, 1’ajustement du pH a une valeur comprise entre
1,5et2,5;

b) la formation du gel a partir de ladite suspension d’a-lactalbumine
obtenue a l’issue de I’étape a); ladite formation du gel est mise en ceuvre dans les
conditions suivantes : !

- a une température inférieure a 60°C ;

- sous une agitation ayant une intensité définie par un nombre de
Reynolds compris entre 37 et 1000 ;

- pendant 10 heures & 1 semaine, et

- en ’absence d’évaporation d’eau de ladite suspension d’o-lactalbumine.

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le nombre de
Reynolds est compris entre 300 et 500.

3. Procédé selon la revendication 1 ou la revendication 2, caractérisé en
ce que la température est comprise entre 35 et 55°C.

4. Procédé sélon I’'une quelconque des revendications précédentes,
caractérisé en ce que le pH est compris entre 1,8 et 2,2.

5. Procédé selon 1’'une quelconque des revendications précédentes,
caractérisé en ce que ladite suspension d’a-lactalbumine obtenue a 1’issue de 1’étape a) est
filtrée.

6. Hydrogel rhéofluidifiant, 4 seuil et thixotrope d’a-lactalbumine

susceptible d’étre obtenu selon le procédé des revendications 1 a 5.
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7. Hydrogel rhéofluidifiant, a seuil et thixotrope d’o-lactalbumine ayant
une teneur en a-lactalbumine comprise entre 5 et 60 mg/mL, un pH compris entre 1,5 et
2,5 et une force ionique inférieure ou €gale a 60 mM. |

8. Utilisation d’un hydrogel rhéofluidifiant, & seuil et thixotrope d’a-
lactalbumine ayant une teneur en o-lactalbumine comprise entre 5 et 60 mg/mL, comme
agent texturant alimentaire.

9. Produit alimentaire comprenant au moins un hydrogel rhéofluidifiant,
a seuil et thixotrope d’o-lactalbumine ayant une teneur en a-lactalbumine comprise entre 5
et 60 mg/mL.

10. Hydrogel rhéofluidifiant, a seuil et thixotrope d’o-lactalbumine ayant
une teneur en a-lactalbumine comprise entre 5 et 60 mg/mL, pour une utilisation pour le
traitement et/ou la cicatrisation des plaies.

11. Pansement comprenant au moins un hydrogel rhéofluidifiant, a seuil
et thixotrope d’o-lactalbumine ayant une teneur en o-lactalbumine comprise entre 5 et
60 mg/mL, et, optionnellement au moins un composé actif tel qu’un agent cicatrisant ou un
agent antimicrobien.

12. Utilisation d’un hydrogel rhéofluidifiant, a seuil et thixotrope d’a-
lactalbumine ayant une teneur en a-lactalbumine comprise entre 5 et 60 mg/mL pour la
préparation d’une composition cosmétique.

| 13. Composition cosmétique comprenant au moins un hydrogel
rhéofluidifiant, a seuil et thixotrope d’a-lactalbumine ayant une teneur en a-lactalbumine
comprise entre 5 et 60 mg/mL.

14. Utilisation d’un hydrogel rhéofluidifiant, a seuil et thixotrope d’a-
lactalbumine ayant une teneur en a-lactalbumine comprise entre 5 et 60 mg/mL, pour la
préparation de peintures.

15. Peinture comprenant au moins un hydrogel rhéofluidifiant, a seuil et
thixotrope d’a-lactalbumine ayant une teneur en o-lactalbumine comprise entre 5 et

60 mg/mL.
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Alpha-lactalbumine 20 mg/mL - 0 mM NaCl-T=15°C
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Figure 7
Alpha-lactalbumine 20 mg/mL - 60 mM NaCl - T =15 °C
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Alpha-lactalbumine 40 mg/mL - 60 mM NaCl-T =15 °C
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Figure 11
Alphalac 20 mg/mL - 0 mM NaCl-T=15°C
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