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ES 3025733 T3

DESCRIPCION
Método para producir composiciones de beta-caseina
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para producir composiciones que contienen beta-caseina. En
particular, la invencién se refiere a un método para producir composiciones de beta-caseina empleando
microfiltracién controlada.

Antecedentes de la invenciéon

La beta-caseina es la principal proteina que se encuentra en la leche humana. La proteina se une al calcio en
sus regiones fosforiladas. La proteina, en su conjunto, esta desordenada y se caracteriza como una proteina
enrollada al azar.

La beta-caseina se encuentra también en la leche de vaca, sin embargo, en una concentracién menor que en
la leche humana. A temperatura ambiente, la beta-caseina de vaca se une a las micelas de caseina de la
leche de vaca, pero a temperaturas bajas, por ejemplo, 2-5 grados Celsius, la beta-caseina se conoce por
disociarse parcialmente de las micelas de caseina para formar beta-caseina libre, por ejemplo, en forma de
moléculas de beta-caseina libres en solitario o pequefios agregados de beta-caseina.

Técnica anterior:
En la técnica anterior se han descrito varias propuestas para aislar la beta-caseina de la leche.

FR 2.592.769 A divulga la produccién de beta-caseina mediante microfiltracion de un suministro liquido
refrigerado que contiene calcio agregado a caseinato.

US 5.169.666 A divulga un proceso para producir un producto proteico de leche enriquecido con beta-caseina
sometiendo a la leche desnatada fria a microfiltracién. El filtro MF que se emplea tiene un tamafio de poro de
0,1-0,2 micras.

US2007104847A divulga un método para producir beta-caseina: el método se basa en una microfiltracién en
frio inicial de la leche desnatada fria para obtener un retentado parcialmente empobrecido de beta-caseina y
un permeato que contiene proteina de suero lacteo y una cantidad significativa de beta-caseina. El permeato
que contiene beta-caseina se puede someter a otra purificacién.

WO 2012/148.269 A1 divulga un método para preparar la fraccién de proteina lactea, que incluye beta-
caseina, empleando una primera etapa de microfiliracion y sometiendo al retentado de la primera etapa de
microfiltracién a una segunda microfiltracién. La primera etapa de microfiltracion se puede realizar a
temperatura caliente y la segunda etapa de microfiltracién se puede realizar a temperatura fria.

Compendio de la invencion

La invencion se refiere a un método para producir una composicién que contiene beta-caseina, que contiene
al menos 50 % (p/p) de beta-caseina en relaciéon a la cantidad total de caseina y al menos 30 % (p/p) de
beta-caseina en relacién a la cantidad total de proteinas, comprendiendo el método las etapas de:

a) pre-calentar una leche ajustandola a una temperatura de pre-calentamiento (Tere) de al menos 20
grados Celsius, dicha leche se mantiene dentro del intervalo de temperatura de pre-calentamiento
durante una duracién tore de como maximo 24 horas, proporcionando asi una leche caliente,

b) someter la leche caliente a microfiltracién (MF), en donde la temperatura de alimentacién durante la MF
de la leche caliente se mantiene a una temperatura (Twwvr) de al menos 20 grados Celsius y usando un
filtro que retiene al menos una fraccion sustancial de las micelas de caseina, pero permite el paso de la
proteina del suero lacteo, proporcionando asi un primer permeato MF y un primer retentado MF,

c) someter al primer retentado MF a MF-diafiltracién, usando un primer diluyente que tiene un pH en el
intervalo de 6-8, y en donde la temperatura de la alimentacién y la corriente de retentado se mantiene
dentro del intervalo de temperatura de MF caliente durante al menos parte de la MF-diafiltracion,

d) ajustar la temperatura de una primera composicion derivada del primer retentado MF, dicha primera
composicion comprende una cantidad total de caseina de al menos 90 % (p/p) en relacion a la cantidad
total de proteina de la primera composicién, a una temperatura fria (Tiia) en el intervalo de 0-15 grados
Celsius y mantener la temperatura de la primera composiciéon dentro de dicho intervalo durante una
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duracion (irrio) de al menos 0,5 horas, obteniendo asi una primera composicién fria,

e) someter la primera composicién fria a microfiltraciéon, obteniendo asi un segundo retentado y un
segundo permeato, cuyo segundo permeato esta enriquecido en lo que respecta a beta-caseina, y

fy  opcionalmente, someter el segundo retentado MF a MF-diafiltracion,

g) opcionalmente, someter a la segunda composiciéon derivada del segundo permeato a una o mas de
otras etapas de procesamiento, por ejemplo, otra purificacion y/o etapas de concentracion,

proporcionando de esta manera la composicion que contiene beta-caseina.

El segundo permeato de la etapa e) se puede usar, por gjemplo, como una composicién que contiene beta-
caseina. Se puede usar alternativamente, una combinacién del segundo permeato de la etapa €) y
posteriores permeatos de la MF-diafiltracion de la etapa f), como la composicion que contiene beta-caseina.
Alternativamente, se puede usar el producto resultante de la etapa g), como la composicién que contiene
beta-caseina.

Como las etapas f) y g) se consideran opcionales, existen varias variantes del método. Alternativamente, el
método puede comprender las etapas a), b), ¢}, d) y e). Por ejemplo, el método puede comprender las etapas
a), b), ¢), d), e) y f). En otras realizaciones, el método comprende las etapas a), b), ¢}, d), e), y g). El método
puede comprender, por ejemplo, las etapas a), b), ¢}, d), e), f), y 9)-

En algunas realizaciones de la invencioén, el método puede consistir en las etapas a), b}, d), y €). Por ejemplo,
el método puede consistir en las etapas a), b}, ¢), d), e), y f). En otras realizaciones, el método consiste en las
etapas a), b}, ¢), d), e}, y g). El método puede consistir, por ejemplo, en las etapas a), b), ¢), d), e), f}, y g).

En la Figura 1 se ilustra una realizacién como ejemplo de la invencién. Aqui la leche (1) contacta con una
unidad de calentamiento (2) que ajusta la temperatura de la leche hasta la temperatura de pretratamiento
(Tpre). La leche se mantiene a Tpre durante una duracion, tere, suficiente para permitir que al menos una parte
sustancial de la beta-caseina libre se una a las micelas de caseina.

Después, la leche caliente se transfiere a una primera unidad de microfiltracién (3) y se separa en un primer
permeato (6) y un primer retentado (5). Esta realizacion implica la diafiltracion posterior del primer retentado
(4), el cual se mezcla con un diluyente (5), y la mezcla resultante se transfiere después a otra unidad de
microfiltracién (37), dando como resultado un primer retentado de MF-diafiltracion (4") y un primer permeato
de MF-diafiltracién (6°). Se realiza otra etapa de MF-diafiltracién en el primer retentado de MF-diafiltracién
(4"). La temperatura durante la microfiltracién caliente, Twur, puede ser la misma o diferente de Tpre, aunque
se prefiere que la Twur sea de al menos 20 grados Celsius.

Posteriormente, el retentado resultante (4°) se diluye y transfiere a una unidad de enfriado donde el
retentado diluido se enfria hasta la temperatura Tria. El retentado diluido se mantiene a la temperatura fria
durante un tiempo de duracion, tiio, suficiente para disociar una parte significativa de la beta-caseina unida a
las micelas de caseina, proporcionando asi una parte sustancial de beta-caseina libre en el retentado diluido,
enfriado. La beta-caseina libre se separa del retentado diluido enfriado, mediante MF fria (8) y MF-
diafiltracién fria (8'y 8”"). La beta-caseina libre se mueve a través del filtro MF y en los flujos del permeato
(10, 10, 10"’} que se combinan y transfieren a un sistema de secado por pulverizacién (12), que convierte los
permeatos combinados en un polvo que contiene beta-caseina.

Los permeatos de la MF-diafiltracion/MF caliente (6, 6°, 6°') contienen una elevada calidad de proteina sérica
y se pueden convertir en concentrados de proteinas séricas en forma de polvo o liquido.

El flujo del retentado (97) que queda en la MF-diafiltracion/MF fria es un aislado de la caseina micelar escaso
parcialmente en beta-caseina y puede, por gjemplo, usarse como un aditivo alimentario o en la produccién de
queso.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es una ilustracién esquematica de un ejemplo de una realizacién de la invencién, donde (1) es la
leche, (2) es la unidad de pre-calentamiento, 3/3°/3"’son unidades MF, 4/4°/4"’son flujos de retentado,
5/5°/5"'son adiciones del primer diluyente, 6/6°/6 'son flujos de permeato, (7) es el enfriamiento y
mantenimiento del retentado diluido (4°), 8/8°/8 'son unidades MF, 9/9°/9"’son flujos de retentado,
10/10°/10""son flujos de permeato, 11/11” son adiciones del segundo diluyente, (12) es una unidad de secado
por pulverizacién.

La Figura 2 ilustra el perfil de temperatura de un método que incluye una elevada temperatura de pre-
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calentamiento, Tpre, Yy Una temperatura bastante menor durante la microfiltracion de la leche caliente, Twwr.
La Figura 3 ilustra el perfil de temperatura de un método en donde Tpre € aproximadamente la misma que Twwr.

La Figura 4 es un electroferograma de un analisis por electroforesis capilar de la composicion que contiene
beta-caseina obtenida como se describe en el Ejemplo 1.

La Figura 5 es un electroferograma de un analisis por electroforesis capilar de una preparacién de beta-
caseina disponible comercialmente.

Descripcion detallada de la invencion

Como se dijo, la invencion se refiere a un método para producir una composicién que contiene beta-caseina
que contiene al menos 50 % (p/p) de beta-caseina en relacion a la cantidad total de caseina y al menos 30 %
(p/p) de beta-caseina en relacion a la cantidad total de proteinas, comprendiendo el método las etapas de:

a) pre-calentar una leche ajustandola a una temperatura de pre-calentamiento (Tere) de al menos 20
grados Celsius, dicha leche se mantiene dentro del intervalo de temperatura de pre-calentamiento
durante una duracién tore de como maximo 24 horas, proporcionando asi una leche caliente,

b) someter la leche caliente a microfiltracién (MF), en donde la temperatura de alimentacién durante la MF
de la leche caliente se mantiene a una temperatura (Twwvr) de al menos 20 grados Celsius y usando un
filtro que retiene al menos una fraccion sustancial de las micelas de caseina, pero permite el paso de la
proteina del suero lacteo, proporcionando asi un primer permeato MF y un primer retentado MF,

c) someter al primer retentado MF a MF-diafiltracién, usando un primer diluyente que tiene un pH en el
intervalo de 6-8, y en donde la temperatura de la alimentacién y la corriente de retentado se mantiene
dentro del intervalo de temperatura de MF caliente durante al menos parte de la MF-diafiltracion,

d) ajustar la temperatura de una primera composicion derivada del primer retentado MF, dicha primera
composicion comprende una cantidad total de caseina de al menos 90 % (p/p) en relacion a la cantidad
total de proteina de la primera composicién, a una temperatura fria (Tiia) en el intervalo de 0-15 grados
Celsius y mantener la temperatura de la primera composiciéon dentro de dicho intervalo durante una
duracion (irrio) de al menos 0,5 horas, obteniendo asi una primera composicién fria,

e) someter la primera composicién fria a microfiltraciéon, obteniendo asi un segundo retentado y un
segundo permeato, cuyo segundo permeato esta enriquecido en lo que respecta a beta-caseina, y

fy  opcionalmente, someter el segundo retentado MF a MF-diafiltracion,

g) opcionalmente, someter a la segunda composiciéon derivada del segundo permeato a una o mas de
otras etapas de procesamiento, por ejemplo, otra purificacion y/o etapas de concentracion,

proporcionando de esta manera la composicion que contiene beta-caseina.

La composiciéon que contiene beta-caseina obtenible mediante el método de la invencién contiene al menos
30% (p/p) de beta-caseina relativa a la cantidad total de proteina. Por ejemplo, la composicién que contiene
beta-caseina puede contener al menos 50% (p/p) de beta-caseina relativa a la cantidad total de proteina. La
composicién que contiene beta-caseina puede contener al menos 60% (p/p) de beta-caseina relativa a la
cantidad total de proteina. Alternativamente, la composicidon que contiene beta-caseina puede contener al
menos 70% (p/p) de beta-caseina relativa a la cantidad total de proteina, tal como, por ejemplo, al menos
80% (p/p) de beta-caseina.

La composicién que contiene beta-caseina puede contener una cantidad de beta-caseina en el intervalo de
30-100% (p/p) relativa a la cantidad total de proteina. Por ejemplo, la composicién que contiene beta-caseina
puede contener una cantidad de beta-caseina en el intervalo de 50 — 95% (p/p) relativa a la cantidad total de
proteina. La composicién que contiene beta-caseina puede contener, por ejemplo, una cantidad de beta-
caseina en el intervalo de 55-90% (p/p) relativa a la cantidad total de proteina. Alternativamente, la
composicién que contiene beta-caseina puede contener una cantidad de beta-caseina en el intervalo de 60-
80% (p/p) relativa a la cantidad total de proteina.

La composiciéon que contiene beta-caseina obtenible mediante el método de la invencién contiene al menos
50% (p/p) de beta-caseina relativa a la cantidad total de caseina. Por ejemplo, la composiciéon que contiene
beta-caseina puede contener al menos 70% (p/p) de beta-caseina relativa a la cantidad total de caseina. La
composicién que contiene beta-caseina puede contener al menos 80% (p/p) de beta-caseina relativa a la
cantidad total de caseina. Alternativamente, la composicién que contiene beta-caseina puede contener al
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menos 90% (p/p) de beta-caseina relativa a la cantidad total de caseina. Por ejemplo, la composicion que
contiene beta-caseina puede contener al menos 95% (p/p) de beta-caseina relativa a la cantidad total de
caseina, tal como, por ejemplo, al menos 97% (p/p) de beta-caseina.

El método también se puede emplear para producir un concentrado de proteina sérica, por ejemplo, mediante
recogida del primer permeato y/o permeatos adicionales a partir del primer retentado de MF-diafiltracion.
Adicionalmente, el método se puede emplear para producir un aislado de caseina micelar reducido en beta-
caseina, por ejemplo, mediante recogida del segundo retentado y/o un retentado posterior obtenido
sometiendo al segundo retentado a MF-diafiltracion fria. Por ejemplo, el método se puede utilizar para
producir una composicién que contiene beta-caseina, un concentrado de proteina sérica, y un aislado de
caseina micelar reducido en beta-caseina.

En el contexto de la presente invencién, la frase “Y y/o X” significa “Y” 0 “X” 0 “Y y X”". Junto a la misma linea
légica, la frase “ni, ng, ..., ni1, /o ni” significa “ni” 0 “n2" o ... “ni1” 0 “ni" o0 cualquier combinacion de los
componentes n1, N, ..., Ni-1, y N

En el contexto de la presente invencién, el término “micela de caseina” se refiere a un agregado esférico de
especies de caseina, tal como alfa-s1-caseina, alfa-s2-caseina, beta-caseina y kappa-caseina. Las especies
de caseina de la micela se mantienen unidas normalmente mediante iones de calcio e interacciones
hidrofébicas. La mayoria de la caseina de la leche natural esta presente en forma de micelas de caseina.

La variante de beta-caseina humana es la principal proteina que se encuentra en la leche humana. En la
leche de vaca, sin embargo, la variante de beta-caseina bovina so6lo constituye aproximadamente 28-32%
(p/p) de la cantidad total de proteina. La molécula de beta-caseina une el calcio a sus regiones fosforiladas,
que estan altamente conservadas. La beta-caseina se puede presentar, por ejemplo, en forma de beta-
caseina unida a micela de caseina o en forma de beta-caseina libre. El término de “beta-caseina libre” se
refiere a caseina que no estd unida a micelas de caseina. La beta-caseina libre puede ser, por ejemplo,
moléculas de beta-caseina libres o también llamadas sub-micelas, que contienen principalmente un ndmero
de beta-caseinas asociadas.

Como se dijo, la etapa a) del método implica ajustar la temperatura de la leche a la temperatura de pre-
calentamiento (Tpre) de al menos 20 grados Celsius, proporcionando asi una leche caliente. La etapa a) se
puede percibir como una etapa de pre-calentamiento de la leche antes de que la leche contacte con el filtro
de micro filtracion.

La leche proporcionada en la etapa a) preferiblemente es una leche liquida obtenida de un mamifero. Como
se emplea en la presente memoria el término “leche” incluye leche cruda, leche entera, leche desnatada,
leche libre de grasa, leche baja en grasa, y leche con grasa entera. El término leche incluye ademas leche
fresca o leche basada en leche en polvo resuspendida en agua.

Los contenidos soélidos de la leche se pueden, por ejemplo, haber modificado mediante dilucién o
concentracién, es decir, la leche puede ser, por ejemplo, una leche concentrada o una leche diluida.

La leche libre de grasa es un producto lacteo desnatado o sin grasa. La leche baja en grasa se define
normalmente como leche que contiene de aproximadamente 1% a aproximadamente 2 % de grasa. La leche
de grasa entera contiene a menudo aproximadamente 3,25% de grasa.

Fuentes de leche incluyen, pero no se limitan a, vaca, oveja, cabra, blfalo, camello, llama, yegua y ciervo.
En algunas realizaciones preferidas de la invencioén, la leche comprende, o incluso consiste en, leche de vaca.

En algunas realizaciones de la invencion, la leche se ha sometido a pasteurizacién y/o bactofugacion para
eliminar, o al menos reducir, la carga microbiana de la leche.

En algunas realizaciones de la invencién, la leche de a) comprende 1-4,5% p/p de caseina, 0,1-1% p/p de
proteina de suero lacteo, y 0,001-4% p/p de grasa de leche. En realizaciones de la invencién incluso mas
preferidas, la leche de la etapa a) comprende 2-4,5% p/p de caseina, 0,2-1% p/p de proteina sérica lactea, y
0,01-0,5% p/p de grasa de leche.

Mientras que en la teoria se pueden usar todos los tipos de leche de mamifero, se prefiere particularmente
que la leche se haya ordefiado recientemente de la fuente de leche, por ejemplo, de las vacas. Por ejemplo,
la leche puede tener como maximo 5 dias, es decir, como maximo 5 dias desde el ordefio. Preferiblemente,
la leche tiene como maximo 4 dias. Por ejemplo, la leche puede tener como maximo 3 dias. Incluso mas
preferiblemente, la leche tiene como maximo 2 dias. Por ejemplo, la leche puede tener como maximo 1 dia.

Es ventajoso el empleo de leches ordefiadas recientemente para el presente método, ya que da como
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resultado una menor degradacién de la beta-caseina y, por lo tanto, un mejor rendimiento de beta-caseina
que en leche con mas tiempo de ordefio.

La temperatura de pre-calentamiento, Tpre, €5 al menos 20 grados Celsius. Por ejemplo, Tpre puede ser de al
menos 30 grados Celsius. Alternativamente, Tpre puede ser al menos 40 grados Celsius. Tpre puede ser, por
ejemplo, al menos 50 grados Celsius.

Pueden desearse temperaturas de pre-calentamiento incluso mas altas, de modo que, Tpre puede ser al
menos 60 grados Celsius. Por ejemplo, Tpere puede ser al menos 70 grados Celsius. Alternativamente, la Tpre
puede ser al menos 80 grados Celsius. Tpre puede ser, por ejemplo, al menos 100 grados Celsius.

En algunas realizaciones de la invencién Tpre esta en el intervalo de 20-180 grados Celsius. Por gjemplo, Tpre
puede estar en el intervalo de 20-60 grados Celsius. Alternativamente, Tpre puede estar en el intervalo de 60-
120 grados Celsius. En algunas realizaciones Tpre €sta en el intervalo de 120-180 grados Celsius.

La duracion del pre-calentamiento, tpre, puede variar dependiendo de la temperatura de pre-calentamiento,
Tore, que se emplee en el proceso. Se prefiere, sin embargo, que la leche se pre-caliente suficientemente
para permitir la asociacion de la beta-caseina libre de las micelas de caseina.

Los presentes inventores han observado indicios de que un tiempo de pre-calentamiento demasiado corto y/o
una temperatura de pre-calentamiento demasiado baja conducen a un rendimiento de beta-caseina reducido.
Los inventores han descubierto que es posible incrementar el rendimiento de beta-caseina controlando tore y
Tpre.

Las temperaturas mas elevadas utilizadas durante el pre-calentamiento, requirieron de menores tiempos de
calentamiento para proporcionar una re-asociacion eficiente beta-caseina libre de las micelas de caseina. Si
Tore €sté en el intervalo de 20-60 grados Celsius, el tiempo de mantenimiento puede estar por ejemplo en el
intervalo de 1 minuto-1 hora. Si Tpe estd en el intervalo de 60-120 grados Celsius, el tiempo de
mantenimiento puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 0,5 segundas — 5 minutos. Si Tpre esta en el
intervalo de 120-180 grados Celsius, el tiempo de mantenimiento puede estar, por ejemplo, en el intervalo de
0,05 segundas — 4 segundos.

En algunas realizaciones de la invencién, Tpre esta en el intervalo de 20-60 grados Celsius, el tiempo de
mantenimiento esté en el intervalo de 1 minuto-1 hora.

La leche caliente puede contener ademas los carbohidratos, grasa y minerales habituales que se encuentran
en la leche de mamiferos.

En el contexto de la presente invencion los términos "método” y “proceso” se emplean de forma
intercambiable.

Segun la invenciéon la temperatura de la leche se mantiene dentro del intervalo de la temperatura de pre-
calentamiento, tere, durante una duracién de como maximo 24 horas. Alternativamente, tpre puede ser como
maximo de 5 horas. tere puede ser, por ejemplo, de como maximo 1 hora. Por ejemplo, tpre puede ser como
maximo 0,5 horas.

El intervalo de la temperatura de pre-calentamiento es el intervalo de temperatura en el cual la leche se pre-
calienta antes de contactar con el filtro MF en la etapa b).

Se pueden utilizar incluso un tre menor, por ejemplo, si la temperatura de pre-calentamiento es relativamente
alta. Por tanto, en algunas realizaciones de la invencién, tpre €5 como maximo 30 minutos. Alternativamente,
tpre puede ser como maximo 10 minutos, o incluso menor, tal como, a lo sumo 5 minutos.

Se puede utilizar un tpre muy corto, por ejemplo, cuando Tpre excede 60 grados Celsius. Asi, en algunas
realizaciones de la invencion, tore €s como maximo 1 minuto. Alternativamente, tore puede ser como maximo
0,5 minutos, o incluso menos, tal como como méaximo 0,1 minuto.

Por ejemplo, la leche se puede mantener dentro del intervalo de temperatura de precalentamiento durante
una duracién, tore en el intervalo de 1 segundo — 24 horas. Alternativamente, tore puede estar en el intervalo de
10 segundos — 5 horas. tpre puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 30 segundos — 1 hora. Por ejemplo,
tore puede estar en el intervalo de 1 minuto — 0,5 horas.

Como se dijo, se puede usar un tpre relativamente corto, por ejemplo si la temperatura de pre-calentamiento
es relativamente alta. Asi, en algunas realizaciones de la invencion, tore €sta en €l intervalo de 1 segundo — 30
minutos. Alternativamente, tore puede estar en el intervalo de 10 segundos — 10 minutos. tpre puede estar, por
ejemplo, en el intervalo de 20 segundos — 5 minutos.
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En algunas realizaciones de la invencion, el intervalo de temperatura de pre-calentamiento es 40 — 60 grados
Celsius y tore 85 cOmo maximo 2 horas. Por ejemplo, el intervalo de la temperatura de pre-calentamiento
puede ser 40-60 grados Celsius y tpre puede ser como maximo 0,5 horas. El intervalo de la temperatura de
pre-calentamiento puede ser, por ejemplo, 40-60 grados Celsius y tore puede ser como maximo 0,2 horas.
Alternativamente, el intervalo de la temperatura de pre-calentamiento puede ser, por ejemplo, 40-60 grados
Celsius y tpre puede ser como maximo 0,1 horas.

En otras realizaciones de la invencion, el intervalo de temperatura de precalentamiento es 60 - 120 grados
Celsius y €l tore €8s como maximo 0,2 horas. Por ejemplo, el intervalo de temperatura de pre-calentamiento
puede ser 60 - 120 grados Celsius y €l tore puede ser como maximo 2 minutos. El intervalo de temperatura de
pre-calentamiento puede ser, por ejemplo, 60-120 grados Celsius y el tye puede ser como maximo 30
segundos. Alternativamente, el intervalo de temperatura de precalentamiento puede ser, por ejemplo, 60-120
grados Celsius y el tpre puede ser como maximo 10 segundos.

En otras realizaciones mas de la invencion, el intervalo de temperatura de pre-calentamiento es 120-180
grados Celsius y el tpre €s como maximo 20 segundos. Por ejemplo, el intervalo de temperatura de pre-
calentamiento puede ser 120-180 grados Celsius y el tpre puede ser como maximo 2 segundos. El intervalo de
temperatura de pre-calentamiento puede ser, por ejemplo, 120-180 grados Celsius y tpre puede ser como
maximo 0,5 segundos. Alternativamente, el intervalo de temperatura de pre-calentamiento puede ser, por
ejemplo, 120-180 grados Celsius Y tore puede ser como maximo 0,2 segundos.

La etapa b) implica someter a la leche caliente a microfiltracion, proporcionando asi un primer permeato MF y
un primer retentado MF.

Segun la invencion, la MF de la etapa b) se realiza utilizando un filiro que retiene al menos una fraccién
sustancial de las micelas de caseina, pero que permite el paso de la proteina del suero lacteo.

El pre-calentamiento de la leche realizado durante la etapa a) da como resultado la unién de la mayor parte, y
preferiblemente sustancialmente de toda, de la beta-caseina disponible a las micelas de caseina.

En algunas realizaciones preferidas de la invencién el filtro para la MF caliente tiene un tamafio de poro
nominal en el intervalo de 0,005-0,3 micras. Por ejemplo, el filtro para la MF caliente puede tener un tamafio
de poro nominal en el intervalo de 0,007-0,2 micras. Alternativamente, el filtro para la MF caliente puede tener
un tamafio de poro nominal en el intervalo de 0,01-0,1 micras. El filtro para la MF caliente puede tener, por
ejemplo, un tamarfio de poro nominal en el intervalo de 0,01-0,05 micras.

En algunas realizaciones preferidas de la invencién, el filtro MF se utiliza en un modo de flujo transversal.

Se puede encontrar un sistema de microfiltracion adecuado, por ejemplo, en el Manual de Procesado Tetra
Pak Dairy 2003 (ISBN 91-631-3427-6), el cual se incorpora en la presente memoria como referencia para
todos los fines.

Se pueden encontrar méas detalles respecto a la implementacién de la microfiltracion y la MF-diafiltracion, en
los libros “Tettra Pak Dairy processing Handbook”, 2003, (ISBN 91-631-3427-6) y "Membrane filtration and
related molecular separation technologies”, Werner Kofod Nielsen, APV Systems, 2000, ISBN 87-88016757,
que se incorporan en la presente memoria como referencia para todos los fines.

En algunas realizaciones preferidas de la invencién el método de la presente invencién comprende la etapa
c), es decir, una etapa de someter a MF-diafiltracién al primer retentado.

La presentes inventores han encontrado que el empleo de la diafiltracién junto con la primera etapa de
microfiltracién es ventajosa ya que permite arrastrar la proteina del suero, que en caso contrario podria
aparecer como impurezas en el producto de beta-caseina final. Aunque tales impurezas se podrian eliminar
después en el proceso, los presentes inventores han encontrado que es tanto mas facil como conveniente
hacerlo antes de la etapa de la segunda microfiltracion.

La MF-diafiliracion de la etapa ¢) puede implicar diluir el primer retentado con un primer diluyente y someter
al primer retentado diluido a microfiltacion para obtener un primer retentado de diafiltracién y un primer
permeato de diafiltracion. Las micelas de caseina se retienen aun por el filtro MF mientras que la proteina de
suero lactico se mueve a través del filtro de microfiltracién y en el primer permeato de diafiltracion. La dilucién
del retentado y posterior microfiltracién se puede repetir varias veces, proporcionando cada vez un retentado
que tiene un menor contenido de proteina de suero lacteo que en el ciclo anterior.

Como se entendera, estas etapas de filtracién pueden ser etapas separadas realizadas una por una en un
proceso de lote 0 se pueden realizar simultaneamente en un proceso continuo.
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El empleo de la MF-diafiltraciéon es ventajoso ya que hace posible arrastrar la mayoria de la proteina del
suero lacteo del alimento inicial. La MF-diafiltracion es ademas ventajosa ya que conduce a una viscosidad
relativamente baja y, por lo tanto, no expone a las micelas de caseina a fuerzas cortantes excesivas.

La MF y MF-diafiltracion se realizan normalmente empleando una presién baja, por ejemplo, utilizando una
presion de como maximo 5 bares, y preferiblemente como méaximo 4 bares. Por ejemplo, la MF y la MF-
diafiltracién se pueden realizar empleando una presién de como maximo 3 bares. Alternativamente, la MF y
MF-diafiltracion se pueden realizar empleando una presién de como maximo 2 bares. En realizaciones
preferidas de la invencion, la MF y MF-diafiltracién se realizan empleando una presién de cémo maximo 1
bar, tal como, por ejemplo, como maximo 0,5 bares.

El filtro de la MF-diafiltracion puede ser el mismo o similar al de la MF inicial de la leche caliente.

La temperatura del alimento y de los retentados posteriores de la MF-diafiltracién se mantienen
preferiblemente dentro del intervalo de temperatura caliente durante al menos parte de la MF-diafiltracion, y
por ejemplo, durante la MF-diafiliracion completa. Esto es para permitir arrastrar la beta-caseina del retentado
durante la diafiltracion de la etapa c).

En algunas realizaciones preferidas de la invencion al menos parte de la MF-diafiltracion implica el uso de un
primer diluyente que tiene una concentracion de Ca®* de al menos 0,01 g/kg. Por ejemplo, el primer diluyente
puede tener una concentracién de Ca?* de al menos 0,02 g/kg. Alternativamente, el primer diluyente puede
tener una concentracion de Ca®* de al menos 0,04 g/kg. El primer diluyente puede, por ejemplo, tener una
concentracion de Ca®* de al menos 0,1 g/kg.

El uso de diluyentes que contienen una cantidad significativa de iones de calcio parece reducir el arrastre de
la beta-caseina durante la etapa de MF/MF-diafiltracién caliente y mejora el rendimiento global de beta-
caseina del proceso.

Segun la invencién, el primer diluyente tiene un pH en el intervalo de 6-8. Por ejemplo, el primer diluyente
puede tener un pH de aproximadamente 7.

El primer diluyente no contiene preferiblemente, o contiene al menos un contenido muy bajo de proteina.

En algunas realizaciones de la invencién, el primer diluyente comprende, o incluso consiste en, la
ultrafiltracién (UF) del permeato de la leche o del suero.

Alternativamente, el primer diluyente puede ser agua desmineralizada o agua del grifo.

La temperatura empleada durante la MF y la MF-diafiltracién caliente, Twur, €s al menos 20 grados Celsius.
Por ejemplo, Twwr puede ser al menos 30 grados Celsius. Alternativamente, Twvr puede ser al menos 40
grados Celsius. Twvr puede ser, por ejemplo, al menos 45 grados Celsius.

Incluso pueden ser deseables temperaturas mas elevadas durante la MF y MF-diafiltracién caliente, por tanto,
Twmr puede ser al menos 50 grados Celsius. Por ejemplo, Twwr, puede ser al menos 55 grados Celsius.
Alternativamente, la Twvr puede ser al menos 60 grados Celsius.

En algunas realizaciones de la invencién, Twvr esta en el intervalo de 20-65 grados Celsius. Por gjemplo,
Twmr puede estar en el intervalo de 30-60 grados Celsius. Alternativamente, Twur puede estar en el intervalo
de 35-55 grados Celsius. En algunas realizaciones Twur esta en el intervalo de 40-55 grados Celsius.

La duracién, twvr, de la MF caliente y la MF-diafiliracion caliente opcional, se mantienen preferiblemente lo
mas breve que sea posible. Por tanto, twvr, preferiblemente es como maximo 12 horas. Por ejemplo, twmr
puede ser como maximo 5 horas. Alternativamente, twvr, puede ser como maximo 2 horas. twur puede ser
como maximo 1 hora. Por ejemplo, twmr puede ser como maximo 0,5 horas. Alternativamente, twvr puede ser
como méaximo 0,1 horas.

El retentado se enfria preferiblemente a una temperatura por debajo de 20 grados Celsius cuando abandona
la unidad de MF-diafiltracién o, si no se emplea la diafiltraciéon, cuando abandona la unidad de MF.

Como se dijo, la etapa d) implica ajustar la temperatura de una primera composicion derivada del primer
retentado MF hasta una temperatura fria (Twia) en el intervalo de 0-15 grados Celsius y, mantener la
temperatura de la primera composiciéon dentro de este intervalo durante una duracién (trio) de al menos 0,5
horas, obteniendo asi una primera composicion fria.

La primera composicién es preferiblemente una composicién acuosa liquida. La primera composicién se
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deriva del primer retentado MF en el sentido de que al menos 50 % (p/p) de las micelas de caseina de la
primera composicion se originan del primer retentado MF y/o del retentado de MF-diafiltraciéon del mismo.

Por ejemplo, al menos 75 % (p/p) de las micelas de caseina de la primera composicion puede originar el
primer retentado MF y/o del primer retentado MF-diafiltracién del mismo. Preferiblemente, al menos 90 %
(p/p) de las micelas de caseina de la primera composicion se origina del primer retentado MF y/o del
retentado de MF-diafiltracién del mismo. Incluso mas preferiblemente, al menos 95 % (p/p) de las micelas de
caseina de la primera composicién se origina del primer retentado MF y/o del retentado MF-diafiltracién del
mismo, tal como, por ejemplo, sustancialmente todas las micelas de caseina.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion la primera composicién es el primer retentado MF y/o un
retentado MF-diafiltracion del mismo.

Sin embargo, en otras realizaciones de la invencién, el primer retentado MF y/o un retentado MF-diafiltracién
del mismo, se puede someter a una o mas etapas de procesamiento adicionales que conducen a la
formacion de la primera composicion. Tales etapas de procesamiento adicionales pueden implicar, por
ejemplo, el ajuste de la temperatura, concentracion, dilucién, desmineralizacion y/o ajuste del pH.

En algunas realizaciones de la invencion la provision de la primera composicién implica concentrar el primer
retentado MF y/o un retentado MF-diafiltraciéon del mismo.

Segun la invencion la primera composicién comprende una cantidad total de caseina de al menos 90 % (p/p)
relativa a la cantidad total de proteina de la primera composicién. Por ejemplo, la primera composicion puede
comprender una cantidad total de caseina de al menos 92 % (p/p) relativa a la cantidad total de proteina de la
primera composicion. Alternativamente, la primera composicién puede comprender una cantidad total de
caseina de al menos 94 % (p/p) relativa a la cantidad total de proteina de la primera composicién. La primera
composicion puede comprender, por ejemplo, una cantidad total de caseina de al menos 96 % (p/p) relativa a
la cantidad total de proteina de la primera composicion, tal como aproximadamente 98 % (p/p).

La primera composicién normalmente comprende una cantidad total de proteina de suero lacteo de como
maximo 10 % (p/p) relativa a la cantidad total de proteina de la primera composicién. Por ejemplo, la primera
composicién puede comprender una cantidad total de proteina de suero lacteo de como maximo 8 % (p/p)
relativa a la cantidad total de proteina de la primera composicién. Alternativamente, la primera composicién
puede comprender una cantidad total de proteina de suero lacteo de como maximo 6 % (p/p) relativa a la
cantidad total de proteina de la primera composicién. La primera composicién puede, por ejemplo,
comprender una cantidad total de proteina de suero lacteo de como maximo 4 % (p/p) relativa a la cantidad
total de proteina de la primera composicion.

En algunas realizaciones de la invencion la primera composicion comprende una cantidad total de proteina
de al menos 0,1 % (p/p) relativa al peso total de la primera composicion. Por ejemplo, la primera composicién
puede comprender una cantidad total de proteina de al menos 0,5 % (p/p) relativa al peso total de la primera
composicion. La primera composicion puede, por ejemplo, comprender una cantidad total de proteina de al
menos 1 % (p/p) relativa al peso total de la primera composicion. Alternativamente, la primera composicion
puede comprender una cantidad total de proteina de al menos 2 % (p/p) relativa al peso total de la primera
composicion.

En algunas realizaciones de la invencion la primera composicion comprende una cantidad de proteina total en el
intervalo de 0,1-20 % (p/p) relativa al peso total de la primera composicién. Por ejemplo, la primera composicién
puede comprender una cantidad de proteina total en el intervalo de 0,5-10 % (p/p) relativa al peso total de la
primera composicion. La primera composicién puede, por ejemplo, comprender una cantidad total de proteina
en el intervalo de 1-7 % (p/p) relativa al peso total de la primera composicién. Alternativamente, la primera
composicién puede comprender una cantidad total de proteina en el intervalo de 2-6 % (p/p) relativa al peso total
de la primera composicion, tal como, por ejemplo, en el intervalo de 3-4 % (p/p).

En algunas realizaciones de la invencién la primera composicién comprende una cantidad total de beta-
caseina de al menos 1 % (p/p) relativa a la cantidad total de proteina. Por ejemplo, la primera composicion
puede comprender una cantidad total de beta-caseina de al menos 10 % (p/p) relativa a la cantidad total de
proteina. La primera composicion puede comprender una cantidad total de beta-caseina de al menos 20 %
(p/p) relativa a la cantidad total de proteina. Alternativamente, la primera composicién puede comprender una
cantidad total de beta-caseina de al menos 30 % (p/p) relativa a la cantidad total de proteina.

En algunas realizaciones de la invencién la primera composicién comprende una cantidad total de beta-
caseina en el intervalo de 1-50 % (p/p) relativa a la cantidad total de proteina. Por ejemplo, la primera
composicion puede comprender una cantidad total de beta-caseina en el intervalo de 10-45 % (p/p) relativa a
la cantidad total de proteina. La primera composicién puede, por ejemplo, comprender una cantidad total de
beta-caseina en el intervalo de 20-45 % (p/p) relativa a la cantidad total de proteina. Alternativamente, la
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primera composicién puede comprender una cantidad total de beta-caseina en el intervalo de 30-40 % (p/p)
relativa a la cantidad total de proteina.

La cantidad total de beta-caseina se puede determinar segin Bobe et al (Bobe et al; J Agric Food Chem.
1998 Feb 16;46(2):458-463).

La cantidad total de caseina se puede determinar segun I1ISO 17997-1:2004, Milk — Determination of casein-
nitrogen content — Part 1: Indirect method (Método de referencia).

En algunas realizaciones de la invencién la primera composicién comprende una cantidad total de beta-
caseina de al menos 20 % (p/p) relativa a la cantidad total de caseina. Por ejemplo, la primera composicién
puede comprender una cantidad total de beta-caseina de al menos 25 % (p/p) relativa a la cantidad total de
caseina. La primera composicion puede comprender, por ejemplo, una cantidad total de beta-caseina de al
menos 30 % (p/p) relativa a la cantidad total de caseina. Alternativamente, la primera composicién puede
comprender una cantidad total de beta-caseina de al menos 35 % (p/p) relativa a la cantidad total de caseina.

En algunas realizaciones de la invencién la primera composicién comprende una cantidad total de beta-
caseina en el intervalo de 20-50 % (p/p) relativa a la cantidad total de caseina. Por ejemplo, la primera
composicion puede comprender una cantidad total de beta-caseina en el intervalo de 25-45 % (p/p) relativa a
la cantidad total de caseina. La primera composicién puede, por ejemplo, comprender una cantidad total de
beta-caseina en el intervalo de 30-45 % (p/p) relativa a la cantidad total de caseina. Alternativamente, la
primera composicién puede comprender una cantidad total de beta-caseina en el intervalo de 35-40 % (p/p)
relativa a la cantidad total de caseina.

En algunas realizaciones preferidas de la invencién, el método de la presente invencién comprende la etapa
c) y la primera composicidon comprende, o incluso consiste en, un retentado de diafiltraciéon o un concentrado
proteico del mismo.

En el contexto de la presente invencién, un concentrado proteico de un liquido contiene una concentracion de
proteinas mayor que el liquido como tal pero la razé6n molar es sustancialmente la misma entre las proteinas
individuales. Un concentrado proteico puede obtenerse, por ejemplo, sometiendo al liquido a ultrafiltracion,
6smosis inversa o evaporacion del disolvente.

La temperatura de la primera composicién se ajusta hasta una temperatura, T#a, €n una temperatura fria en
un intervalo de 0-15 grados Celsius para permitir a la beta-caseina unida a la micela de caseina disociarse de
las micelas de caseina. La primera composicién puede enfriarse o bien directamente o bien se puede
preparar a partir de componentes que ya se han enfriado segun se indica en la presente memoria.

El intervalo de la temperatura fria puede ser, por ejemplo, 1-12 grados Celsius. Por ejemplo, el intervalo de
temperatura fria puede ser 2-10 grados Celsius. El intervalo de temperatura fria puede ser, por ejemplo, 3-7
grados Celsius, tal como aproximadamente 5 grados Celsius.

La primera composicién se mantiene preferiblemente dentro del intervalo de temperatura fria durante una
duracion, tiio, de al menos 0,5 horas antes de la etapa e).

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, la primera composicion se mantiene dentro del intervalo
de temperatura fria durante una duracion, trio, de al menos 1 hora antes de la etapa e). Por ejemplo, tfrio,
puede ser de al menos 2 horas. Alternativamente, trioc puede ser al menos 3 horas, tal como,por ejemplo, al
menos 4 horas. Se pueden utilizar incluso tiempos mas largos, por tanto, la primera composicién puede, por
ejemplo, mantenerse dentro del intervalo de temperatura fria durante una duracién, tiio, de al menos 15 horas
antes de la etapa e). Por ejemplo, tiio puede ser al menos 30 horas. Alternativamente, trio puede ser al menos
60 horas, tal como, por ejemplo, al menos 80 horas.

La primera composicion puede contener ademas pequefias moléculas, por ejemplo carbohidratos y minerales
habituales, que se encuentran en la leche de mamiferos.

La etapa e) implica someter a la primera composicién enfriada a MF, obteniendo asi un segundo retentado y
un segundo permeato, cuyo segundo permeato esta enriquecido con respecto a beta-caseina.

El segundo permeato esta enriquecido en beta-caseina en el sentido de que contiene un mayor porcentaje de
peso de beta-caseina relativo a la cantidad total de caseina que se enfrié en la primera composicion.

La microfiltracién de la etapa e) puede hacer uso, por ejemplo, del mismo sistema de microfiltracién,
incluyendo el filtro MF, que se utilizé para la microfiltracién de la leche caliente.

Se prefiere que la temperatura de la primera composicién enfriada y los retentados resultantes, se mantenga
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dentro del intervalo de la temperatura fria, durante la MF fria de la etapa e).

Sin embargo, en algunas realizaciones de la invencion, la temperatura de la primera composicién enfriada se
alcanza inmediatamente antes de la segunda microfiltracion. Los presentes inventores han observado indicios
de que el incremento de la temperatura de la primera composicion enfriada hasta una temperatura en el
intervalo de 15-60 grados Celsius inmediatamente antes de la segunda etapa de microfiliracién, tiene el
beneficio de incrementar la capacidad de la unidad de microfiltracion, que reduce el consumo de energia del
proceso Y, sin una pérdida significativa en el rendimiento de beta-caseina. Por tanto, en algunas realizaciones
preferidas de la invencion, Tria esta en el intervalo de temperatura de 0-15 grados Celisius y Temr esta en el
intervalo de 15-60 grados Celsius. Por ejemplo, Twia puede estar en el intervalo de temperatura de 0-15 grados
Celsius y Tewr puede estar en el intervalo de 15-50 grados Celsius. Alternativamente, Tiwia puede estar en el
intervalo de temperatura de 0-15 grados Celsius y Tewr puede estar en el intervalo de 15-30 grados Celsius.

En el contexto de la presente invencién, el término “inmediatamente antes de la segunda microfiltracion”
significa como maximo 10 minutos antes de la que la primera composicién contacte con la membrana de la
unidad de filtracién realizando la segunda microfiltracion, preferiblemente como maximo 5 minutos antes, e
incluso mas preferido como maximo 2 minutos antes, tal como a lo sumo 1 minuto antes.

En algunas realizaciones preferidas de la invencién el método comprende la etapa f), es decir, una etapa de
someter al segundo retentado a MF-diafiliracion para arrastrar mas beta-caseina.

Los presentes inventores han encontrado que es ventajoso realizar la diafiliracion después de la segunda
etapa de microfiltracién, ya que permite arrastrar mas beta-caseina a partir del segundo retentado MF,
incrementando asi el rendimiento de beta-caseina por kg de alimento lacteo.

La MF-diafiltracién de la etapa f) puede implicar diluir el segundo retentado con un segundo diluyente y
someter al segundo retentado diluido a microfiltracién para obtener un retentado de diafiltracién y un
permeato de diafiltracién. Las micelas de caseina se retienen todavia por el filtro MF, mientras que la beta-
caseina disociada se mueve a través del filtro de microfiltracion y en el permeato de diafiltracién. La dilucién
del retentado de diafiltracion y la microfiltracién posterior se pueden repetir varias veces, proporcionando
cada vez un retentado que tiene un menor contenido de beta-caseina que en el ciclo anterior.

El segundo diluyente tiene normalmente un pH en el intervalo de 5-9, y preferiblemente en el intervalo de 6-8.
Por ejemplo, el segundo diluyente puede tener un pH de aproximadamente 7.

El segundo diluyente preferiblemente no contiene o sélo contiene un contenido muy bajo de proteina.

En algunas realizaciones de la invencion, el segundo diluyente comprende, o incluso consiste en, la
ultrafiltracién (UF) del permeato de la leche o suero.

Alternativamente, el segundo diluyente puede ser agua desmineralizada o agua del grifo. Los presentes
inventores han observado indicios de que el uso de agua como el segundo diluyente en la segunda etapa de
MF-diafiltracion incrementa la cantidad de beta-caseina que se libera de las micelas de caseina durante la
segunda MF-diafiltracién y por tanto, parece incrementar el rendimiento de toda la beta-caseina por kg de
alimento lacteo.

El permeato o permeatos de diafiliracion de la etapa f) contiene beta-caseina libre y se puede combinar con
el segundo permeato.

El segundo permeato o el segundo permeato combinado y posteriores permeatos de MF-diafiltracién fria se
pueden emplear como la composicién de beta-caseina de la invencion.

Se prefiere que la temperatura de los retentados se mantenga dentro del intervalo de temperatura fria
durante la MF fria de la etapa e) y también durante la MF-diafiltracién fria de la etapa f) si este Gltimo se
incluye en el proceso.

La MF fria y la MF-diafiltracion fria se realizan normalmente empleando una presién baja, por ejemplo,
utilizando una presién de como maximo 5 bares, y preferiblemente como maximo 4 bares. Por ejemplo, la MF
y la MF-diafiltracién se pueden realizar empleando una presién de como maximo 3 bares. Alternativamente,
la MF y MF-diafiltracién se pueden realizar empleando una presién de como maximo 2 bares. La Mf y MF-
diafiltracién se pueden realizar, por ejemplo, empleando una presién de como méaximo 1 bar, tal como, por
ejemplo, como maximo 0,5 bares.

La duracion, tewr, de la MF fria y MF-diafiltracion fria opcional, se mantienen preferiblemente lo mas breve

que sea posible. Por tanto, tewr, preferiblemente es como maximo 12 horas. Por ejemplo, temr puede ser como
maximo 5 horas. Alternativamente, tovr, puede ser como maximo 2 horas. tevr puede ser como maximo 1
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hora. Por ejemplo, tevr puede ser como maximo 0,5 horas. Alternativamente, tevr puede ser como maximo
0,1 horas.

En algunas realizaciones preferidas de la invencién, el método contiene una etapa g) de someter una
segunda composicion derivada del segundo permeato a una o mas de otras etapas de procesamiento, por
ejemplo, otra purificacién y/o etapas de concentracion.

La segunda composicién es preferiblemente una composicién acuosa liquida. La segunda composicion se
deriva del segundo permeato MF en el sentido de que al menos 50 % (p/p) de la beta-caseina de la segunda
composicion se origina del segundo permeato MF y/o de otro u otros permeato o permeatos obtenidos a
partir de la etapa f).

Por ejemplo, al menos 75 % (p/p) de la beta-caseina de la segunda composicion puede originar del segundo
permeato MF y/u otro u otros permeato o permeatos obtenidos a partir de la MF-diafiltracién de la etapa f).
Preferiblemente, al menos 90 % (p/p) de la beta-caseina de la segunda composicion se origina del segundo
permeato MF y/o de otro u otros permeato o permeatos obtenidos a partir de la MF- diafiltracién de la etapa
f). Incluso mas preferiblemente, al menos 95 % (p/p) de la beta-caseina de la segunda composicién se origina
del segundo permeato MF y/o de otro u otros permeato o permeatos obtenidos a partir de la MF-diafiltracién
de la etapa f), tal como, por ejemplo, sustancialmente toda la beta-caseina.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion la segunda composicion es el segundo permeato MF y/u
otro u otros permeato o permeatos obtenidos a partir de la MF-diafiltracion de la etapa f). Alternativamente, la
segunda composicion puede ser un concentrado proteico del segundo permeato MF y/u otro u otros
permeato o permeatos obtenidos a partir de la MF-diafiltracion de la etapa f).

Sin embargo, en otras realizaciones de la invencion, el segundo permeato MF y/u otro u otros permeato o
permeatos obtenidos a partir de la MF-diafiltracién de la etapa f), se pueden someter a etapas de
procesamiento adicionales que conducen a la formacién de la segunda composicién. Tales etapas de
procesamiento adicionales pueden implicar, por ejemplo, el ajuste de la temperatura, concentracion, dilucién,
desmineralizacion y/o ajuste del pH.

En algunas realizaciones de la invencién la provisién de la segunda composiciéon implica concentrar el
segundo permeato MF y/u otro u otros permeato o permeatos obtenidos a partir de la MF-diafiliracién de la
etapa f).

En algunas realizaciones de la invencion la concentracién de la etapa g) implica calentar la segunda
composicién hasta una temperatura y una duracién suficiente para la formaciéon de sub-micelas de beta-
caseina y someter posteriormente la segunda composicién que contiene las sub-micelas de beta-caseina a
microfiltracién ultrafiltracién bajo condiciones que retengan las sub-micelas de beta-caseina en el retentado y
permita el paso de proteinas del suero en el permeato.

El peso molecular nominal de corte de la membrana utilizada para la ultrafiltracién puede estar, por ejemplo
en el intervalo de 50-750 kDa, y preferiblemente en el intervalo de 75-400 kDa, tal como, por ejemplo, en el
intervalo de 100-300 kDa.

En algunas realizaciones de la invencion la concentracién de la etapa g) incrementa el porcentaje de peso de
beta-caseina de la segunda composicién hasta al menos 50 % (p/p) expresado en peso seco.

En algunas realizaciones de la invencion la concentracién de la etapa g) incrementa el porcentaje en peso de
la beta-caseina en la segunda composicion hasta 50-85 % (p/p) expresado en peso seco.

En algunas realizaciones de la invencién la concentracién de la etapa g) incrementa el contenido de solidos
de la segunda composicién hasta al menos 5 % (p/p). Por ejemplo, la concentracién de la etapa g) puede
incrementar el contenido de sélidos de la segunda composicion hasta al menos 10 % (p/p). Alternativamente,
la concentracién de la etapa g) puede incrementar el contenido de sélidos de la segunda composicién hasta
al menos 15 % (p/p), tal como al menos 20 % (p/p)-

La concentracién de la etapa g) puede, por ejemplo, implicar uno o0 mas procesos que se seleccionan del
grupo que consiste en ultrafiltracién, nanofiltracién, 6smosis inversa, evaporacion, secado por pulverizacién y
liofilizacion. Por ejemplo, la concentracién de la etapa g) puede implicar, por ejemplo, dos 0 mas procesos
que se seleccionan del grupo que consiste en ultrafiliracion, nanofiltracién, 6smosis inversa, evaporacion,
secado por pulverizacién y liofilizacién.

El método presente puede implementarse, por ejemplo, como un método de lote 0 como un método continuo.

Cada etapa se puede implementar como un lote separado. Alternativamente, se pueden implementar grupos
de etapas como un sub-proceso continuo. Por ejemplo, las etapas b) y ¢) se pueden implementar como un
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sub-proceso continuo. Alternativamente, o adicionalmente, las etapas e) y f} se pueden implementar como un
sub-proceso continuo.

Los sistemas MF empleados en las etapas MF y/o MF-diafiliracion, preferiblemente son sistemas que
permiten controlar la temperatura del alimento y del flujo de retentado, por ejemplo, mediante calentamiento
del agua o enfriamiento del agua.

Se prefiere controlar tanto la temperatura como la duracién de las distintas etapas del método. Las Figuras 2
y 3 ilustran dos ejemplos no limitantes del perfil del tiempo y temperatura durante tal método.

Los simbolos empleados en las Figuras 2 y 3 tienen el siguiente significado:
Tere = La temperatura a la que se calienta la leche durante el pre-calentamiento.

tore = La duracién a la que se mantienen la leche dentro del intervalo Tpre deseado durante el pre-
calentamiento.

Twwr = La temperatura de la leche durante la MF caliente. Si la MF caliente es seguida por MF-diafiltracion
caliente, la temperatura del flujo del retentado preferiblemente también es la Twwr 0 esta dentro del intervalo
deseado para Twwr.

twme = La duracién de la MF caliente. Si la MF caliente es seguida por MF-diafiltracién caliente, twvr es la
duracién combinada de la MF caliente y la MF-diafiltracién caliente.

tcaiente = El tiempo medio durante el proceso en el que la micela de caseina se mantiene a una temperatura de
al menos 20 grados Celsius.

tenfriamiento = La duracion del enfriamiento del retentado a partir de la Twvr hasta una temperatura dentro del
intervalo deseado para la Tira.

Tiia = La temperatura de la primera composicién durante la etapa de almacenamiento en frio y durante la
MF/MF-diafiltracion fria.

tirio = La duracién de la etapa de almacenamiento en frio.
temr = La duracion de la MF/MF-diafiltracién fria.

Si el método se implementa como un proceso continuo, las duraciones relacionadas al procesamiento o
condiciones especificas de la leche o de los retentados que contienen las micelas de caseina, son el tiempo
medio al que la micela de caseina se somete al procesamiento o condicion especifica mencionado.

La Figura 2 se diferencia de la Figura 3 en que tiene una Tpre que es significativamente mayor que la Twwve. En
el método segun la Figura 3, Tpre £ aproximadamente la misma que Twwr.

El empleo de un pre-calentamiento corto a una temperatura de pre-calentamiento relativamente alta seguido
por una MF/MF-diafiltracion caliente a Twvr baja, representa una realizacién interesante ya que parece
reducir la digestion de beta-caseina causada por plasmina.

Aunque se prefiere que el método de la presente invencién se implemente con un control estricto de la
temperatura y del tiempo, pueden aceptarse algunas fluctuaciones de la temperatura, siempre y cuando Tpre,
Twmr, Tria permanezcan dentro de los intervalos mencionados en la presente memoria.

Se prefiere que el tiempo en el que la leche y los flujos que contienen las micelas de caseina relacionadas, se
efectlien a una temperatura elevada y se mantengan en un minimo. Por tanto, en algunas realizaciones de la
invencion, el tiempo medio, tealente, @l que se mantiene la micela de caseina a una temperatura de al menos
20 grados Celsius, es como maximo 6 horas.

Por ejemplo, el tiempo medio, tcaiente, al que se mantiene la micela de caseina a una temperatura de al menos
20 grados Celsius, puede ser como maximo 3 horas. El tiempo medio, tcaiente, al que se mantiene la micela de
caseina a una temperatura de al menos 20 grados Celsius, puede ser, por ejemplo, como maximo 1 hora.
Alternativamente, el tiempo medio, tcaiente, al que se mantiene la micela de caseina a una temperatura de al
menos 20 grados Celsius, puede ser como maximo 0,5 horas. Incluso es posible un procesamiento mas
rapido, por tanto, el tiempo medio, taaiente, al que se mantiene la micela de caseina a una temperatura de al
menos 20 grados Celsius, puede ser como maximo 0,1 horas.

Reducir el tiempo medio a alta temperatura parece reducir el nivel de la digestién de beta-caseina por
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plasmina, mejorando asi el rendimiento de beta-caseina.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, el retentado resultante de las etapas b) o ¢) se someten
a una etapa de inactivacion de la plasmina, tal como, por ejemplo, una etapa de inactivacién por calor. La
etapa de inactivacién por calor puede implicar, por ejemplo, ajustar la temperatura del retentado a una
temperatura en el intervalo de 70-100 grados Celsius y, mantener la temperatura de la leche-alimento
relacionado, en este intervalo durante un periodo en el intervalo de 10-500 segundos. La etapa de
inactivacién por calor puede implicar, por ejemplo, ajustar la temperatura del retentado a una temperatura en
el intervalo de 85-95 grados Celsius y, mantener la temperatura de la leche-alimento relacionado, en este
intervalo durante un periodo en el intervalo de 10-100 segundos.

Parece particularmente ventajoso inactivar la plasmina después de que las proteinas del suero lacteo hayan
sido eliminadas, al menos parcialmente, mediante la MF/diafiltracion MF caliente, ya que las proteinas del
suero lacteo son mas susceptibles a la desnaturalizacion térmica que las caseinas.

La inactivacién de la plasmina resulta también en una reducciéon del nivel de la digestién de beta-caseina por
plasmina y se mejora de esta manera el rendimiento de beta-caseina.

Los flujos que contienen beta-caseina, por ejemplo la leche y posteriores retentados que contienen caseina,
normalmente tienen un pH en el intervalo de 6-8, y preferiblemente un pH en el intervalo de 6,5-7,5. Los
valores de pH mencionados en la presente memoria se miden a 25 grados Celsius, a menos que se indique
de otra manera.

Ejemplos

Ejemplo 1 — Produccion de beta-caseina segun la invencion

Se produjo un aislado de beta-caseina segun el método de la presente invencion.
Microfiltracion/MF-diafiltracion caliente:

Se pre-calentaron 25 m® de una leche desnatada fria no-pasteurizada a 55 grados Celsius durante 10
minutos en un tanque que retiene el calor y, se sometié a microfiltracién en continuo utilizando membranas
enrolladas en espiral de 6” del tipo FR6338 de Synder Filtration, Vacaville, California, EE.UU, con 46 mil
espaciadores y un valor de corte nominal de 800.000 Daltons. La velocidad de flujo del alimento era 4000 L/h.
En el equipamiento de microfiltracién continuo se presentaban cuatro bucles. El area total de la membrana
era de 1208 m2. La filtracion se llevd a cabo bajo las siguientes condiciones: La leche desnatada se
concentré con un factor de concentracién de 1,3. La temperatura se mantuvo a 50 grados Celsius, y la
presién media se mantuvo a 0,53 bares a través de los dos elementos de filtro con una presion de
alimentacion de 0,15 bares. El permeato de la microfiltracién se dirigid hacia un proceso de ultrafiltracién
paralelo, y el permeato del proceso de ultrafiltracion se dirigié de nuevo de forma continua hacia el retentado
de filtracién para llevar a cabo la diafiltracion del retentado de microfiltracion. Se llevé a cabo el 287 % de la
diafiltracién, es decir el volumen del permeato de ultrafiliracion empleado para la diafiltracion era 2,87 veces
el volumen de la leche desnatada suministrado en el proceso de microfiltracién. El flujo medio fue
aproximadamente 17 L/m?%h. El retentado de microfiltracion procesado fue continuamente sometido a
tratamiento por calor a 74 grados Celsius durante 15 segundos, enfriado a 6 grados Celsius y recogido en un
tanque. Se recogio un total de 18 m® de una disolucién MCI (aislado de caseina micelar) al final del proceso
de microfiltracién. El contenido de proteina en la disolucion MCI era 4,1 % (gramo de proteina por 100
gramos de disolucién).

Ultrafiltracion del permeato de la microfiltracién caliente:

Se recogi6 el permeato del proceso de microfiltracién en un tanque de alimentacion para el proceso continuo
de ultrafiliracion. Simultaneamente con el proceso de microfiltracion, la ultrafiltracion se llevod a cabo utilizando
membranas enrolladas en espiral de 6” del tipo HFK-328 6338 de Koch Membrane Systems, Wilmington,
Massachusetts, EE.UU, con 31 mil espaciadores y un valor de corte nominal de 5.000 Daltons. El
equipamiento de microfiltracion continuo presentaba dos bucles. El area total de la membrana era de 528 m2.
La filtracion se llevd a cabo bajo las siguientes condiciones: La temperatura se mantuvo a 50 grados Celsius,
y la presién media se mantuvo de 2,8 a 3,5 bares a través de los tres elementos de filtro para suministrar el
permeato de ultrafiltracién hasta el proceso de microfiltracién con el mismo flujo al que se eliminé el permeato
del proceso de microfiltracion. El flujo medio fue de aproximadamente 30 L/m?/h.

Almacenamiento de la disoluciéon MCI:

La disolucion MCI se almacen6 a 6 grados Celsius durante un periodo de 60 horas.
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Microfiltracion fria de la disolucién MCI:

Se sometieron a microfiltracién 1200 litros de la disolucién MCI almacenada utilizando membranas enrolladas
en espiral de 6” del tipo FR6338 de Synder Filtration, Vacaville, California, EE.UU, con 46 mil espaciadores y
un valor de corte nominal de 800.000 Daltons. El area total de la membrana era de 382 m?. La filtracion se llevéd
a cabo bajo las siguientes condiciones: La temperatura se mantuvo a aproximadamente 6 grados Celsius, y la
presién media se mantuvo a 0,40 bares a través de los dos elementos de filtro con una presién de alimentacién
de 0,05 bares. El permeato de la microfiltracion se dirigié hacia un proceso de ultrafiliracién paralelo, y el
permeato del proceso de ultrafiltracion se dirigié de nuevo de forma continua hacia el retentado de filtracion para
llevar a cabo la diafiltracién del retentado de microfiltracion. Se llevd a cabo el 500 % de la diafiltracién, es decir,
el volumen del permeato de ultrafiltracién empleado para la diafiltracién era cinco veces el volumen de la
disolucion MCI suministrado en el proceso de microfiltracion. El flujo se midié como 5,0 L/m?/h.

Concentracién del permeato de la MF fria mediante ultrafiltracion:

Se recogi6é el permeato del proceso de microfiltracién en un tanque de alimentacién para el proceso de
ultrafiltracién. Simultaneamente con el proceso de microfiltracion fria, la ultrafiltracién se llevé a cabo con
membranas enrolladas en espiral de 6" del tipo HFK-328 6338 de Koch Membrane Systems, Wilmington,
Massachusetts, EE.UU, con 31 mil espaciadores y un valor de corte nominal de 5.000 Daltons. El area total
de la membrana era de 176 m2. La filtracidn se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones: La temperatura
se mantuvo a aproximadamente 6 grados Celsius, y la presién media se mantuvo de 1,5 a 3,0 bares a través
de los dos elementos de filtro para suministrar el permeato de ultrafiltracion hasta el proceso de
microfiltracién con el mismo flujo al que se elimind el permeato de microfilatracién del proceso de
microfiltracion. El flujo medio fue de aproximadamente 11 L/m?/h. Después de que se completara el proceso
de filtracién tras 3 horas, se recogieron aproximadamente 400 litros del retentado de ultrafiltracion.
Posteriormente el retentado se sometié a diafiltracién en el cual se afadieron 3.000 litros de agua del grifo
con el mismo flujo al que se elimind el filtrado para eliminar la lactosa. Después de la diafiltracion se
concentré el retentado hasta que el contenido proteico en el retentado fuese 3 %. El volumen final del
retentado fue de 150 litros. Las condiciones de filtracién fueron las mismas que anteriormente.

Pasteurizacion y secado por pulverizacién del permeato-UF que contiene beta-caseina:

Aproximadamente 70 litros del retentado final de la diafiltracion fria se sometieron a pasteurizacion a 72
grados Celsius durante 15 segundos. Después de la pasteurizacion se llevé a cabo una etapa de secado por
pulverizacién de la disolucién proteica empleando parametros estandar incluyendo una temperatura de
entrada de aire de 180 grados Celsius y una temperatura de salida de aire de 90 grados Celsius. Se obtuvo
un polvo de 2,1 kg.

El contenido de proteina en el polvo se midié6 como 91 % (gramo de proteina por 100 gramos de polvo), y el
contenido de la materia seca en el polvo se midié como 95 % (gramo de materia seca por 100 gramos de
polvo). El contenido de beta-caseina del polvo se analizé como se describe en el Ejemplo 3 y se determiné a
75 % (gramo de beta-caseina por 100 gramos de proteina).

Se analiz6 el contenido del aminoacido prolina seguln el Ejemplo 3 y se determiné a 13,0 gramos de prolina
por 100 gramos de proteina.

Ejemplo 2 — Produccion de beta-caseina segun la invencion
Se produjo otro aislado de beta-caseina segun el método de la presente invencion.
Microfiltracién/MF-diafiltracion caliente:

El pre-calentamiento y la microfiltracion de la leche fria desnatada pasteurizada se llevd a cabo
esencialmente como se describe en el Ejemplo 1, excepto por lo siguiente: se utilizaron 35 m® de leche
desnatada, y la leche desnatada se pre-calent6 a 55 grados Celsius durante 7 minutos en un tanque que retiene
el calor. Se utilizaron tanto membranas enrolladas en espiral de 6” como de 8, y en el equipamiento de
microfiltracién en continuo se presentaban cinco bucles. El area total de la membrana era de 1399 m2 La
velocidad de flujo del alimento era 5000 L/h. La presion media se mantuvo a 0,53 bares a través de los dos
elementos de filtro con una presién de alimentacion de 0,15 bares. Se llevé a cabo el 327 % de la diafiltracién,
es decir, el volumen del permeato de ultrafiltracion empleado para la diafiltracion era 3,27 veces el volumen de
la leche desnatada suministrado en el proceso de microfiltracion. El flujo medio se midié como 16 L/m%h. Al final
del proceso de microfiltracién se recogioé un total de 27 m® de disolucion MCI (aislado de caseina micelar). El
contenido proteico en la disolucion MCI fue 4,6 % (gramo de proteina por 100 gramos de disolucién).

Ultrafiltracion del permeato de la microfiltracién caliente:
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El proceso de ultrafiltracién se llevé a cabo esencialmente como se describe en el Ejemplo 1 excepto por lo
siguiente: Se utilizaron membranas con 31 mil, 46 mil y 80 mil espaciadores. El equipamiento de ultrafiltracién
presentaba cuatro bucles. El area total de la membrana era de 1331 m2. El flujo medio era aproximadamente
15 L/m?/h.

Almacenamiento de la disolucion MCI:
La disolucion MCI se almacen6 a 5 grados Celisius durante un periodo de 29 horas.
Microfiltracién fria del aislado de caseina micelar:

Los 27 m® de la disolucion MCI almacenada se sometieron a microfiltracion continua utilizando membranas
enrolladas en espiral de 6” y 8” del tipo FR6338 de Synder Filtration, Vacaville, California, EE.UU, con 46 mil
espaciadores y un valor de corte nominal de 800.000 Daltons. El equipamiento de microfiltracién continuo
presentaba cinco bucles. El area total de la membrana era de 1399 m2. La filtracion se llevé a cabo bajo las
siguientes condiciones: La temperatura se mantuvo a 7 grados Celsius, y la presién media se mantuvo a 0,58
bares a través de los dos elementos de filtro con una presién de alimentacién de 0,15 bares. El permeato de
la microfiltracién se dirigié hacia un proceso de ultrafiltracion paralelo, y el permeato del proceso de
ultrafiltracién se dirigi6 de nuevo de forma continua hacia el retentado de filtracion para llevar a cabo la
diafiltracién del retentado de microfiltracion. Se llevd a cabo el 469 % de la diafiltracion, es decir, el volumen
del permeato de ultrafiltracién empleado para la diafiltracion era 4,69 veces el volumen de la disolucién MCI
suministrado en el proceso de microfiltracion. El flujo medio fue aproximadamente 8 L/m?/h. El retentado de
microfiltracién procesado fue recogido continuamente en un tanque.

Concentracién del permeato de la MF Fria mediante utrafiltracion:

Se recogi6 el permeato del proceso de microfiltracién en un tanque de alimentacion para el proceso continuo
de ultrafiltraciéon. Simultdneamente con el proceso de microfiltracién, la ultrafiltracion se llevd a cabo con
membranas enrolladas en espiral de 6” del tipo HFK-328 6338 de Koch Membrane Systems, Wilmington,
Massachusetts, EE.UU, con 31 mil, 46 mil y 80 mil espaciadores y un valor de corte nominal de 5.000
Daltons. En el equipamiento de microfiltracién continuo se presentaban cuatro bucles. El area total de la
membrana era de 1331 m2. La filtracion se llevd a cabo bajo las siguientes condiciones: La temperatura se
mantuvo a 7 grados Celsius, y la presion media se mantuvo de 2,0 a 5,0 bares a través de los tres elementos
de filtro para suministrar el permeato de ultrafiliracion hasta el proceso de microfiltracion con el mismo flujo al
que se elimind el permeato del proceso de microfiltracion. El retentado del proceso de ultrafiltracion se
sometié continuamente a diafiltracion usando agua desmineralizada. El flujo medio fue de aproximadamente
15 L/m?/h. Al final de la filtracion, se recogieron 1400 litros de retentado de ultrafiltracion.

Pasteurizacion y secado por pulverizacién del permeato-UF que contiene beta-caseina:

Los 1400 litros del retentado de ultrafiltracion se concentraron mediante 6smosis inversa (RO, de sus siglas
en inglés) empleando condiciones de operacién estandar. Se obtuvieron 880 litros del concentrado RO, y el
contenido proteico en el retentado RO era 12 %. El retentado RO se someti6é a pasteurizacion a 72 grados
Celsius durante 15 segundos. Después de la pasteurizaciéon, se llevé a cabo una etapa de secado por
pulverizacién de la disolucién proteica empleando parametros estandar incluyendo una temperatura de
entrada de aire de 180 grados Celsius y una temperatura de salida de aire de 88 grados Celsius. Se obtuvo
un polvo de 125 kg.

El contenido de proteina en el polvo se midié6 como 83 % (gramo de proteina por 100 gramos de polvo), y el
contenido de materia seca en el polvo se midié como 96 % (gramo de materia seca por 100 gramos de
polvo). El contenido de beta-caseina del polvo se analizé como se describe en el Ejemplo 3 y se determiné a
76 % (gramo de beta-caseina por 100 gramos de proteina).

Ejemplo 3 — Analisis de la pureza de beta-caseina y del perfil aminoacido.

Determinacion de la pureza de beta-caseina

La pureza de beta-caseina en los productos en polvo se determiné mediante cromatografia liquida en alta
resolucion (HPLC, de sus siglas en inglés) en fase inversa como se indica por Bobe et al. empleando una
columna C18 de Waters Corporation, Milford, Massachuseits, EE.UU, y un sistema de disolvente
agua/acetonitrilo. Antes del andlisis, la muestra se disuelve en 6M de urea y 20 mM de ditiotreitol con el
propésito de obtener una disolucion proteica reducida y desnaturalizada.

Determinacion del perfil aminoacido

El perfil aminoacido de los productos en polvo se analizé6 mediante analisis amino&cido estandar.
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Ejemplo 4 — Analisis por electroforesis capilar y comparacion con la técnica anterior

El polvo enriquecido en beta-caseina producido en el Ejemplo 1 se comparé con un producto de beta-caseina
disponible comercialmente. Esta comparacién se llevé a cabo mediante el analisis de dos productos por
electroforesis capilar.

Los electroferogramas obtenidos se muestran en la Figura 4 (producto del Ejemplo 1) y en la Figura 5
(producto de la técnica anterior), y los picos individuales conocidos se expresan en la Tabla 1.

Tabla 1: Denominacién de los picos en las Figuras 4y 5.

Pico ID Componente

IS Patrén interno
Alfa-lactoalbimina
Beta-lactoglobulina
Alfa-S2-caseina
Alfa-S1-caseina (variante1)
Alfa-S1-caseina (variante?2)
Beta-caseina (variante 1)
Beta-caseina (variante 2)
Beta-caseina (variante 3)

O (N[OOI —

En general, los picos en el electroferograma para el producto disponible comercialmente son mucho mas
amplios que los picos en el electroferograma para el producto del Ejemplo 1. Esto demuestra que ha ocurrido
una modificacion significativa de las proteinas en el producto disponible comercialmente. Los picos en €l
electroferograma para el producto del Ejemplo 1 son marcados, lo que no demuestra o demuestra sélo, un
grado de modificacién insignificante. Ademas, la razén de otras caseinas frente a beta-caseina es mucho
mas grande para el producto disponible comercialmente comparado con el producto del Ejemplo 1, indicado
mediante el gran pico para alfa-S1-caseina (variante 1) en el electroferograma para el producto disponible
comercialmente.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una composicién que contiene beta-caseina que contiene al menos 50 % (p/p) de
beta-caseina en relacién a la cantidad total de caseina y al menos 30 % (p/p) de beta-caseina en relacién a la
cantidad total de proteinas, comprendiendo el método las etapas de:

a) pre-calentar una leche ajustandola a una temperatura de pre-calentamiento (Tpre) de al menos 20
grados Celsius, dicha leche se mantiene dentro del intervalo de temperatura de pre-calentamiento
durante una duracién tore de como maximo 24 horas, proporcionando asi una leche caliente,

b) someter la leche caliente a microfiltracién (MF), en donde la temperatura de alimentacién durante la
MF de la leche caliente se mantiene a una temperatura (Twwr) de al menos 20 grados Celsius y
usando un filtro que retiene al menos una fraccidn sustancial de las micelas de caseina, pero
permite el paso de la proteina del suero lacteo, proporcionando asi un primer permeato MF y un
primer retentado MF,

c) someter al primer retentado MF a MF-diafiltracion, usando un primer diluyente que tiene un pH en el
intervalo de 6-8, y en donde la temperatura de la alimentacién y la corriente de retentado se
mantiene dentro del intervalo de temperatura de MF caliente durante al menos parte de la MF-
diafiltracién,

d) ajustar la temperatura de una primera composicién derivada del primer retentado MF, dicha primera
composicion comprende una cantidad total de caseina de al menos 90 % (p/p) en relacién a la
cantidad total de proteina de la primera composicién, a una temperatura fria (Txia) €n el intervalo de
0-15 grados Celsius y mantener la temperatura de la primera composicién dentro de dicho intervalo
durante una duracién (twio) de al menos 0,5 horas, obteniendo asi una primera composicion fria,

e) someter la primera composicion fria a microfiliracion, obteniendo asi un segundo retentado y un
segundo permeato, cuyo segundo permeato esta enriquecido en lo que respecta a beta-caseina, y

f)  opcionalmente, someter el segundo retentado MF a MF-diafiltracién,

g) opcionalmente, someter a la segunda composicion derivada del segundo permeato a una o mas de
otras etapas de procesamiento, por ejemplo a otra purificacion y/o etapas de concentracion,

proporcionando de esta manera la composicion que contiene beta-caseina.

2. El método segun la reivindicacion 1, en donde al menos parte de la MF-diafiltracion implica el uso de un
primer diluyente que tiene una concentracion de Ca?* de al menos 0,01 kg.

3. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la primera composicién
comprende una cantidad total de beta-caseina de al menos 20 % (p/p) en relacién a la cantidad total de
caseina.

4. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la primera composicién
comprende, o incluso consiste en, retentado de diafiltracién o un concentrado de proteina del mismo.

5. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la primera composicion enfriada
tiene una temperatura en el intervalo de 3 — 12 grados Celsius.

6. El método segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el método comprende la etapa f).
7. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el método comprende la etapa g).
8. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la etapa g) implica aumentar el

porcentaje en peso de beta-caseina de la segunda composicion a al menos 50 % (p/p) expresado en peso
$eco.
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