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SUPERINTNDENCfA 

FORMULARIO UNICO DE SOUCITUD DE PATENTE 
PCT. 

ENTRADA EN FASE NACIONAL S 

O SOLICITUD DE: 

Patente de Invención 0 Patente de Modelo de Utilidad 

Capitulo I. Capttulo If. 

Nombre: NESTEC S.A. IDENTIFICACION 

SOLICITANTE DirecciOri: Avenue NestlØ 55, CH-1800 
C.C. I74 

’ 

Vevey, Suiza. 
C.E. 0 Otro 0 

Nacionalidad o Domicillo: Vevey, Suiza. 

Lugar cia ConstituciSn: Suiza. Cual  

TelØfono: 3264270 Fax: 6069701 Nümero  

E-mail: jtIccolIoredacamacho.com  

0 Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE 
C.C. NIT 0 

Direcciôn: Calle 72 No. 5-83 Piso 50, C.E. EJ Otro 0 
REPRESENTANTE Bogot& Colombia 
0 APODERADO 

TelØfone: 3264270 Fax: 6069701 Cual  

NOmero 39.690.713 TP 53.215 
E-mail: jllcco@lloredacamacho.com  

() Nombre: �BOVETTO, Lionel; SCHMITT, Christophe, J., E.; BEAULIEU, Martin; 

INVENTOR(ES) 
CARLIER, Nicolas 

y 

UNTERHASLBERGER, Gerlinde. 

(72) DirecciOn: 220 B Route des Tattes, St. Thomas, F-74500 Larringe(Route 
d’Arnier 16, CH-1092 Belmont s/Lausanne; 850 avenue de la CathØdrale, 
Rimouski, QuØbec G5L, 1P2; 46, Rue Henry ChØron, F-14100 Lisieux y 
Hainlschuster 1, 84419 Obertaufkirchen/Oberornau. 

Nacionalidad o Domicillo: Francis, Suiza, CanadÆ.y Alemania. 

PCT (86) 

Solicitud Intemacional No. PCT/EP2005/01048 Fecha: 28/09/05 

Pubticación Internacional No, -WO 2006/034857 A2 Fecha: 06/04/06 

0 "PROTEINAS Titulo (54) DE SUERO NANOPARTICULADAS" 

0 Clasificaciôn Internacional (51) A23J 3/08 
0 Prloridad (33) Pals de Origeri (32) Fecha (31) Nümero de Solicitud 

EP 29-09-04 04023174.8 SI NO 

fi 

Comprobante 
de Pago No. 07-23J52. Fecha: 22-03-07 I�



ANEXOS 
\ 

Comprobante do pago do Is tasa do presentaciôn  do Is solicitud\ 

Documento quo acredita Is existencia y representación legal cue do of sqlicitante sea persona juridica 

Documento do RepresentaciOn Legal. 

Documento do cesiOn del inventor at solicitante o a su causanta 

0 Dectaraciones 

Copia do Is solicitud internacional. (Resumen, descripciOn, reivindicaciones, dibujos) 

IVI Traduccion de Is solicitud internacional at casteltano (Resumen, decripción, reivindicaciones, dibujos) 

Copia del reporte preliminar internacional sabre patentabifldad. 

Traducciôn del reports preliminar internacional sobre patentabilidad. 

0 Do ser of caso, copia del contrato do acceso. 

De ser of caso, documento quo acredite Is ticoncia o autorizapion de’,,uso do conocimientos 
tradicionales de las comunidades indigenes. 

El Arts Final 12X12. 

DDo ser of caso, información sobre otras solicitudes do patents o titulos btenidos an of extranjero por et 
mismo titular o su causante, relaclonados parcial a totalmente con Is invnción do esta soficitud. 

Q Do ser of caso, modificaciones efectuadas a Is solicitud internacional. 

Otros: Repoite do Bisqueda Internacional con su traducclón, PublicaciOn con su\traducción,  Capituto Reivindicatoiio 
coma tue originalmente presentado on Ease Intemacional con su traducciOn y Anxo Explicativo do Modtticaciones a 

FIGURA CARACTERISTICA: 

LIC.C. 39,690,713 TP, 51215 



SVPNTENLN(A M IN VIkIA v COMERQU 
� Iad: O-032748- -00000-0000 

1-6c: ;=1404U ltt4VZU Lap. ArAjNLUAuQr 

SUPER N1ENEC1A CE INDUSTRIA V COERCC 
Ire. 11 FAItNitlyll 

I4ttN(AUUN 1-OHOS 
( 

NITS 800176009-2 

RECIBO OFI IAL CE CAJA 07 - 23,72 
FECHA MARZO 2 CE 2007 

*t*** 
rows 0 w A C J ON unt 

DEPOSITANT TIPO PASO BANCD � CLWNTA � fla. PASO FECHA P50 � VT PASO 

LLOREDA V IA S A CCPSI0NAC10N � SANCO POPULAR 350-00110-6 5578179 22/03/2007 6327000.00 

U*** C C N C E P T 0 *fl** 

� CANT REN1ISTICC COCEPTC TOTAL C0CEPT3 

I 503 5-01-01 SOLICITUDES I 1RAITES )E SOL DE PATENTE DE1N 482,030.00 
� TOTAL s 482,300.00 

CUA1RCCIENTOS OCHENTA V DOS MIL PESOS 

S RESPOSABLE S 

RECIBO CE C JA APUCADO AL EXPEDIENTE Na._____________________ 
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ANEXO 

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES 

LEGALES en l3ogotÆ de los doctores ALICIA LLOREDA yb 

GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA yb 

ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS ASUNTOS 

RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la 

sociedad peUcionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados 

para actuar individualmente, se esta presentando con esta solicitud. 

En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada uno 

de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente 

expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en 

cualquier tiempo respecto de la solicitud en Øl contenida. 

ICIA LLOREDA RICAURTE 

T.P. No. 53.215 



TRADUCCION OFICIAL No.283/04 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN 
FRANCS, EL CUAL PARA SU IDENTIF1CACI6N SE SELLA CON EL SELLO 
DEL TRADUCTOR. ESTA ES UNA TRADUCCION. OFICIAL EFECTUADA EL DIA 
01 DE SEPTIEMBRE DE 2004 POR JEAN-JACQUES TURPIN, C E 193849 DE 
BOGOTA TRADUCTOR E INTRPRETE OFICIAL SEGUN RESOLUCION No 
2880/91 DEL 19 DE DICIEMBRE DE 1991, EXPEDIDA POR ELMINISTERIO DE 
JUST IC!A DE COLOMBIA.  

Autenticaciones quo so hallan a continuación do un docurnento do poder .conferido 

en inglØs y espaæol par NESTEC SA.., una sociedad organizada y existe do 

� conformidad con las byes do Suiza, domiciliada en Avenue NestJØ 55, CH-1 800 

Vevey, Suiza, y otorgado a los Doctores ALICIA LLOREDA Y/o GUSTAVO 

TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/ó ENRIQUE ALVAREz, todos 

� domiciliados en Bogota, Colombia CaDe 72 No. 5-83 (Piso 60). 

Dado el 5 do agosto do 2004. Firma ilegible do Ia Seæora Paula Nelson, Vice-

�Presidente do Nestec S.A.  

CERTIFICADO NOTARIAL.(SOCIEDAD) 
S .S 

Legal ización por parte. del suscrito Notarlo do la firma de Ia Seæora Paula 

� NELSON quien desompeæa ell cargo do Vice-Presidente de la cornpaæia 

� NESTEC una sociedad.legalmente constituida y existente do acuerdo con las 

byes do Suiza, domiciliada en Vâey  (Suiza). AdernØs, dicho Notario certifica quo 

el signatarlo, segün las byes de Suiza, tiene. facuIta! 
Raul

 
� S . 

. CON 

documento Los hechos antenores be constan pr 
’ 06 ST 2’ �’ documentos respectivos el 24 de marzo do 1997, y de odo 4116-

Firma

llo 

Fuma do Jean-Daniel RUMPE MAa.i, ROTEROMEWNA 

Sello: Jean-Daniel RUMPF - Notarlo. Estampflla do 4 Frs.  
ŁmdUcCÔnOaI No. 

S 

S 14. TL*PN 
O(icjdl 

ffi$PmOl. 
S . R. Minjqjc3a Na 2580191 
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S �Leoalizaciôn No. .7. 1,351. El Notario Jean-Daniel .RUMPF, en Vevey, Distrito do 

Vevey, Canton do Vaud, Suiza, certtfica la firma puesta en la pÆgina anterior per la 

Seæora.5 Paula Nelson, ’Directora adjunta do Ntec: S.A., en Vevey (a cual 

S àornpromete  en forma vâlida con su firma individual. S S 

� Dado en Vevey, 01 once do agosto de dos mil cuatro. Firma itegibIdeI&ta. 

Selto Jean-Daniel RUMPF � Notano Estampilla de 4 Frs.,’ 

H ’ S APOSTILLA S 

(Convenciôn do La Haya del 5 de octubre do I 961 
1. - Pais: Suiza -- 

El presente ’ 

� 

2.- ha sido firmadó par el Seæor Jean-Daniel RUMPF 

3.- obrando en calidad do Notarlo en Vevey 

� 

S

 

4.- con sello do Jean-Daniel RUMPF, Notano , o-
� S S 

�;q 

CERTIFICADO 

5.- EnLausana 6.-El12deagostode2004  

7.- Por la CanciHeria do Estado del CantOn do Vaud � 

8.- Bajo el nimero 6705 S 

S 

� CO’IO !4) SiVTO ur 
9.- Sello: Candilleria del Consejo do Estado �it 

� S S �

 

WE ’! rMrn . LA VI* �� 
I , 

� 
de25Fr 06 SIT 2006 , J 

10.- Por el Canciller, do stad Eo, firma do P Equey LL. 
5’S 

� Es traducciOn fbi ycompleta de la cual so deja copia 

oficina para confrontaciOn y a la cual me rernito. 

Traducción oficiàlNo. 283/04. 1 *duidn Q No. 2 
J04 1UIPV4 

Traductor: Jean-Jacques Turpin. rwkox s Jflł, OCJ& � 
S AAN LSPAQL 

� Bogota, D.C., I do septiembre de 2004. Na 26891 

2 

� S S 

, 

��"  

;S. 





CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD) 

Suiza 
Vevey (as 

Hoy 41 do do 2004 , compareclô 
a quien conozco y 

do qui n me cOnsta quo firmO el anterior documento, 
y quiei debldamentejuramentado declaró y do quo 
Øies \)iceO(estcJeHe. 

do NESTEC SA, Is 
camp File nombrada on el documento quo antecede, 
una $ ciedad debidamente .organizada y existente 
confoi me a las byes do Suiza, domiciliada en la 
cIuda de Vevey, Suiza legalmente constitulda 
Para un perlodo do duraolôn que a0n no he 
termir ado, qua ejerce su objeto social, conforme a 
las le as de Suiza, qua el declarante estA autorizado 
par di he Compat%la pars conferir este poder; quo at 

J sello stampado por Øt at pie do tal poder, an nombre 
/ y an rpresentación do  la expresada Compa1a, es el 
’ sello ficial de ella; y qua el objeto Para el cual se 

confiere este instrumento estij comprendido dentro 
del d la sociedad. 
El s scrito Notario he vista los Estatutos de 
incorj oraciôn firmados an Vevey, Suiza, con fecha 
24’ icit i, y certifica quo de 
confo idad con Is legislaclon do dicho Pals, la 
anted in declaraciôn juramentada as prueba 
sufici nte do quo los hechos sobre quo ella versa son 
cierto’ o verdaderos, do Jo cual da fe. 

Public (Notario PUblico). 

NOTARIAL. CERTIFICATE (CORPORATION) 

Switzerland 
Vevey {ss 

On this lltlay of August , 2004, 
personally came 

Paula NELSON 
to me known, and known tome to be the person who 
signed the foregoing instrument who being by me 
duly sworn did depose and say that he/she is the 

Vice President ,of NESTEC SA, the 
company named within, a Corporation organized and 
existing under the laws of the Switzerland, domiciled 
at the. City of Vevey, Switzerland legally constituted 
for a period of tenure not yet expired, which exercises 
Its corporate purposes according to the laws of 
Switzerland, that the deponent is authorized by said 
Company to confer this power of attorney; that the 
seal affixed hereunto by the deponent in the name 
and on behalf of said Corporation is the corporate 
seal thereof; and that the purpose for which this 
Instrument is granted is included within the corporate 
purposes of the Company. 
The undersigned Notary Public has seen the articles 
of Incorporation of said Corporation executed at 
Vevey, Switzerland, under date of March 24 1997 
and heteby certifies that under the laws of said 
County the foregoing acknowledgment is sufficient 
proof that the facts therein contained are true, which 
he attests. 

Lógalisation No 71135. -
Le notaire JEAN-DANIEL RtJMPF, 

a Vevey, District de Vevey, Canton de 
Vaud, Suisse, certifie authentique la signature apposØe d’autre 
part par MnrPau1a NELSON, directrice-adjointe de la sociØtØ 
NESTEC S.A., 

a Vevey, qu’elle engage valablement par sa 
signat414,

 

individuelle._______________________________________________  

tootj 

AN MA 

VEVEY, LE ONZE AOUT DEUX MILLE QUATRE. ----------- 
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APOSTILLE 

(convention de La Haye du $ octobre 1961 

1, Pays: $UIS8E 
.: 

La present acts public (4 :: ::::::::::r::ey . 
4. est revºtu du sceau/timbre do J.-D. Rumpf notaire 

AttestØ 

5.àLausanne 6,Ie12ao0t2004 . 

7. par la Chancellerie d’Etat du canton de Vaud 

8. sous No67O5 . . . . 

9. Sceau/tlmbro: 10. Signature 
pr le Chancelier d’Et t: . + : 

.26.- P.Equey 

S 

. H 

H 
quo W. 

H/ I .. 

L6TF

 

MANULNO
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ajo firmacios, NESTEC S.A., una sociedad 
’organi da y existonte do conforrnkladcon las Ieyes 
do Sul a 

con donicilioen Avenue NestlØ 55, CH-1800 
Vevey, Suiza 

nombrmos por el presente a ALICIA LLOREDA yb 
� GUSThVO TAMAYO yto IGNACIO SANTAMARIA 

� y/o EI’IRIQUE ALVAREZ, domiciliados an Bogota, 
Colom la, con oficinas an dicha eluded, Celle 72 No. 
5-83,)!so 6o., nuestros representantes . legates y 

� verdaceros an Bogota, con facultades para. recibir 
notlflcciones y nombrar apoderados judiciales 0 

� extrajuilciales, con el fin rde der cumplimiento at 
parÆgrfo 1. del articulo 543 del decreto 410 de 
1971. 

l.os doctores ALICIA LLOREDA y10 GUSTAVO 
TAMAO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE 
ALVAEZ, o los apoderados quo cuslquiera do ellos 
design, quedan especialmente facultados para 

; rpresntarnos ante las autoridades colombianas, 
�admini trativas, judiciales o de policla, an todos los 

.trrnit s relativos a la propiedad industrial, a cuyo 
efecto las facultamos para der ante dichas 
autori ades todos los pesos necesarios al objeto 
indica o; olevar solicitudes, declaraciones, reclamos, 
recurs a y presenter desistimientos; formular 
descri ciones, enmiendas, limiter el atcance do las 

� solicit des, presenter oposiciones y apelaciones; 
� instau ar cancelaclones. renunciar total o 

cu 
las 
do 

seen 
drbitr 

l ente a. los registros, abonar todos los 
tos y cuótas y efectuar todo otro pago 

rr Inado por la ley; recibir todos los documentos 
I res,. dando el descargo respectivo; Ilenar 
is uiera. otros requlsitos y tomar, on fin, todas 
i didas que creyeren conducentes al resguardo 
ii stros Intereses; .y an caso do producirse 
c on, .pasando los antecedentes 

a 

los tribunales, 
an facultados para tomar iritervenciOn como 
Mantes o demandados ante los jueces quo 

competentes, ptldiendo transar, someter, a 
o, desistir, percibir y apelar, con todas las 
it facultades quo resulten necesarias, y por el 

to. declaramos desde chore vØlido y bueno 
tc dichos representantes y/o los .apoderados quo 
ulera de ellos nombre hicieren �en nuestro 

simismo, facultamos a los doctores ALICIA 
LLOREDA y10 GUSTAVO TAMAYC) y/o IGNACIO-’ 
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para 
solicit r en la Oficina do Propiedad Industrial Ia 
protoc lizacion de este documento y de cualquiØr 
poder quo cualquiera de ellos otorgue a nombre 

Dado firmado � � � � � � .. 

The undersigned, NESTEC 8.A., a corporation 
organized and existing under the laws of Switzerland. 

domiciled at Avenue NestlØ 55, CH-1800 
Vevey, Switzerland 

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or 
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA 
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia, 
with offices in said town, Celle 72 No. 5-83, Sixth 
Floor, our true and legal representatives In Bogota, 
with power to receive notifications and to appoint 
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with 
paragraph 10. of article 547 of decree 410 of 1971. 

� Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO 
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or 
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of 
them appointed, are especially empowered to 
represent us before the administrative, judicial or 
police authorities of Colombia, in all proceedings 
pertaining to industrial property, for which purpose we 
authorize them to take before the said authorities all 
the necessary steps for the said 

end; 

to file petitions, 
declarations, claims, recourses and withdrawals, to 
draw up specifications; to .filO amendments, to limit 
the scope of applications, file oppositions; file 
cancellations total or partially waive registrations, to 
pay all installments and effect all other payments 
prescribed by law; to receive proper receipts, to 
comply with all other requirements and, in short, to 
take all those measures which they may deem fit for 
the protection of our interests; and in case of 
opposition, where the proceedings be passed over to 
the courts, we authorize said agents to act on our 
behalf, as complainants as well as defendants, before 
the competent judges, with full powers to make 
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to 
collect, to appeal and, in short,. with all such further 
powers as may be required, and we hereby declare 
from now on as valid and good all that said 
representatives. and/or the agents by any one of them 
appointed may do for our benefit. 

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA 
and/or. GUSTAVO TAMAYO and/  IC 1ACI0 
SANTAMARIA aæd/o ,.ply 
for protocohzatlon of this dooumennd pwer 
of attorney by any of them conerredJn ’UP a, 
before the Office of lnduthal P j’çty  

U SET 2005I 

Given and signed this 5th August 4 
� . JiIM4 ’,’,UUL 1FO?,IION* 

NOTARIO 
4 - 

Paula NELSON -Vice President 

c...1J 
� NOTAR\’ SHOULD EXECUTE OTHER SIDE. 

LIU 



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERC1O 
. DIVISION DE NUEVAS CREACIONES 

udustria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACIÔN 
- UPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT 

1(21) N° de solicitud: 1(51) mt Cl: A23J 3/08 

(22) Fecha de solicitud: 30-03-07 (71)Solicitante(s) NESTEC S.A. 

(30) Priodad (31) No Prioridad (32) Fecha (33) Pals (72) Inventor(es) BOVETTO, Lionel; SCHMITT, Christophe, 
040231748 29-09-04 EP J., E.; BEAULIEU, Martin; CARLIER, 

Nicolas y IJNTERHASLBERGER, Gerlinde. 

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE 

(85) Fecha limite inicio fase nacional: 29-04-07 (87) Publicación intemacional 
(86) Datos relativos a la presentación de la solicitud PCT Fecha: 06104106 

Fecha de presentaciôn de la solicitud: 28109105 No publicación: WO 2006/034857A2 
- No. de solicitud PCT/EP2005/010485  

(54) Titulo: "PROTEINAS DE SUERO NANOPARTICULADAS" 

- ReivindicaciOn(es): 

iindicaciôn nUmero 1: 

Un mØtodo para la prod ucción de proteina de suero narioparticulada que comprende el paso de: I) 
star el pH a un intervalo estrecho muy precise de una soluciôn acuosa de proteina de suero, o ajustar la fuerza iônica 
la preparación de proteina de suero manteniendo a la vez el pH constante, y ii) someter la soluciôn acuosa a una 
peratura de entre 800 a 95°C durante un periodo de tiempo de 10 segundos a 30 minutos, para obtener una dispersiOn 
ida de proteina de suero nanoparticulada esfØrica que tiene un tamaæo de particula de menos de I .tm. 



SOLICfl’UD INTERNACIONAL PUBLICADA SEG(JN EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT) 

(19) 4rganizaci6n Mundial de Propiedad Intelectual 
Oficina hitemacional 

3) Fecha de Publicaciôn (10) Nümero de Publicación  Internacional 

de Abril de 2006 (06.04.2006) PCT WO 2006/034857 A2 

(51) lasificación Internacional de Patentes7: 
3J 3/08 (2006.01) A23C 21/00 (2006.01) 
3.71/20(2006.01) 

(21) üniero de Solicitud Internacional: 
PCT/EP2005/0 10485 

(22) Fecha de Registro Internacional: 
28 de Septiembre de 2005 (28.09.2005) 

(25) 1 tome de registro: Inglis 

(26) I ioma de Publicación: Ingles 

(30) 1 formación de Prioridad: 

0402 174,8 29 de Septiembre de 2004 (29.09.2004) EP 

(71)oIlcitante: (Para todos los Estados designados excepto Estados 
Unido de America): NESTEC S.A. [CH/CH]; Avenue NestlØ 55, CH-1800 
Veve (CH). 

(72) Inventores; e 
(75) InventOres/Solicitantes (pare Estados Unidos de America solamente): 

BOVrfO’Lionel [FR/FR]; 220 B Route des Tattes, St. Thomas, F-

1 
74504) Larringes (FR). SCHMITT, Christophe, J., E. [FRICH]; Route 
dArner 16, CH-1092 Belmont s/Lausanne (CH). BEAULWU, Martin 
[CAI A]; 850 avenue de Ia CathØdrale, Rimousld, QuØbec GSL, 1P2 (CA). 
CARAER, Nicolas [FR/FR]; 46, Rue Henry ChCron, F-14100 Lisieux 
(FR). UNTERHASLBERGER, Gerlinde (DE/DE]; Hainisehuster 1, 
8441 Obertaufldrchen/Oberomau (DE). 

 ,

(74)911
 

ate: CHAUTARD, CØcile; Avenue NestlØ 55, CH-1800 Vevey 
� (CH). 

(81) Estados Designados (Amenosquepp4ndiquilocontmrioparacadatipo 
de protección Nacional disponible): AR G, A" Am, AT, AU, AZ, BA, BB, 
BG, BR, 8W, BY, BZ, CA, CH, CN 0, CRtF, CU, CZ, DE, OK, DM, 
DZ, BC, BE, EG, ES., Fl, GB, GD, 9f, GH, 9M, HR. HU, ID, IL, IN, IS, JP, 
KE, KG, KM, KP, KR, KZ, LC, L , R.,LT,LU,LV,LY, MA, MD, MG, 
MK, MN, MW, MX, MZ, NA, 1 , , NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, 
RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, SY, TJ, TM, TN, TR, ’IT, TZ, UA, UG, 
US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) Estados Designados (regionales): (A menos que se indique lo conlxario 
pare cede tipo de protección Regional disponible): ARIPO (BW, GH, GM, 
KE, IS, MW, MZ, NA, SD, SL SZ, TZ, UG, ZM, ZW), Rurasiatica (AM, 
AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TI, TM) Eumpea (AT, BE, BO, CH, CV, CZ, DR, 
DK, ER, ES, Fl, FR, GB, GR, 1-lU, IB, IS, IT, LT, LU, LV, MC, NJ, PL, PT, 
RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, ON, GQ, OW, 
ML, MR,NE, SN, TD, TG). 

Declaraciones segiw la Regla 4.17: 
- relativo al derecho del solicitente de solicitar y obtener una patente (regla 
4.17,ii)) 
- relativo al derecizo del solicitante de rely/nd/carla prior/dad de la solicitud 
anterior (Regla 4.17 (iii)) 
- relativo ala cal/dad de inventor (Regla 4.17 (lv)) 

Publicado: 
- sin reporte de b4sque4a internacional y para ser republicado ala recepcidn 
de ese reporte 

Para los cddigox de dos leiras y otras abreviaturas, reflØrase a 
"Las Notes Gidas sobre Códigosy Abreviaturas" que aparecen 
al comienso de coda em/s/on regular de In Gaceta PCT 

Titulo: "PROTEINAS DE SUERO NANOPARTICULADAS" 

Resumen: La presente invención se relaciona con un mØtodo para producir proteinas de suero de fomia 
rnrticulada y eon las proteinas de suero nanoparticuladas asi obtenidas. Especificamente, la presente invención se 
e al uso de estas proteinas de suero nanoparticuladas como emulsificantes, sustituto de grasa, sustituto de casemna 
ar, agentes blanqueadores, espuxnantes, texturizantes y/o de carga. 
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REIVINDICCIONES 

1. Un mØtodo para la producción de proteina de 

suero nanoparticulada que comprende el paso de: i) ajustar 

el pH a un iritervalo estrecho muy preciso de una solución 

5 acuosa de proteina de suero, o ajustar la fuerza iOnica de 

la preparación de protelna de suero manteniendo a la vez el 

pH constante, y ii) someter la solución acuosa a una 

temperatura de entre 800 a 95°C durante un periodo de 

tiempo de 1.0 segundos a 30 minutos, para obtener una 

10 dispersión lIquida de proteina de suero nanoparticulada 

esfØrica que tiene un tamafo de particula de menos de 1 pm. 

2. El mtodo segn la reivindicaci6n 1, que 

induce la nanoparticulación espontÆnea de protelnas de 

suero durante el tratamiento con calor en ausencia de 

15 carte, en el cual la proporción de nanoparticulas en la 

dispersi6n del lIquido es de al menos 20% y los agregados 

solubles o las proteinas solubles residuales inferior al 

mm 

3. El mØtodo segün la reivindicaci6ri 1 6 2, en el 

20 cual el tamaflo de nanoparticula promedlo se caracteriza par 

un Indice de polidispersidad inferior a 0.200. 

4. El mØtodo segin la reivindicaci6n 1, donde el 

periodo de tiempo es de 15 minutos y la temperatura de 

85°C. 

5 5. El mØtodo segün una de las reivindicaciones 1 



Orl 

a 4, donde: 

- el pH es de 5.6 a 6.4, de manera preferible de 

5.8 a 6.0 para obtener nanoparticulas cargadas 

negativamente o. 

5 - el pH es de 7.5 a 8.4, preferiblemente de 7.6 a 

8.0 para obtener nanoparticulas cargadas negativamente en 

presencia de una gran cantidad de minerales libres o. 

- el pH es de 6.4 a 7.4, preferiblemente de 6.6 a 

7.2 para obtener nanoparticulas cargadas negativamente en 

10 presencia de un contenido moderado de minerales libres. 

6. El inØtodo segün una de las reivindicaciones 1 

a 4, donde el pH es de 3.5 a 5.0, para obtener 

nanoparticulas cargadas positivamente. 

7. El mØtodo segün una de las reivindicaciones 1 

15 a 6, en el cual la dispersion de nanopartIculas es sometida 

a secado. 

8. El mØtodo segün cualquiera de las 

reivindicaciones precedentes, donde la soluciOn acuosa de 

protelna de suero est. esencialmente libre de sal o donde 

20 la fuerza iOnica ha sido ajustada por jones orgnicos o 

inorgÆnicos de tal rrianera que permita la nanoparticulaciOn 

a pH constante. 

9. El mØtodo segün cualquiera de las 

reivindicaciones precedentes, donde las protelnas de suero 

25 estÆn presentes en la soluciOn acuosa en una cantidad de 
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0.1% en peso a 12% en peso, de manera preferible de 0.1% en 

peso a 8% en peso, de manera ms preferible de 0.2% en peso 

a 7% en peso, de manera mÆs preferible de 1% en peso a 4% 

en peso, sobre la base del peso total de la soluci6n. 

5 10. El mØtodo segün cualquiera de las 

reivindicaciones precedentes, en el cual el suero es 

reemplazado por cualquier otra proteina globular 

desmineralizada o ligeramente mineralizada, en particular 

de huevo, soya, cereales, semillas oleosas, o de otros 

10 vegetales U origeli animal. 

11. ProteIna de suero nanoparticulada obtenible 

por un mØtodo segün cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10. 

12. Protelna de suero nanoparticulada següri la 

reivindicación 11, que tiene una Eficiencia Proteica de al 

15 menos 118. 

13. Proteina nanoparticulada obtenible por un 

mØtodo segün la reivindicaci6n 11, que tiene una Relaci6n 

de Eficiencia Proteica de al tuenos 100. 

14. tJso de una protelna de suero nanoparticulada 

20 segtin cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, para la 

preparación de un producto alimenticio, un suplemento 

alimenticio, una composición.. nutritiva  y/o farmacØutica. 

15. Uso segün la reivindicaci6n 14, para 

productos bajos en grasa. 

25 16. El TJso segün la reivindicacióni 14 6 15, para 

it 



39 

sustitutos de crema para cafØ, yogurt, pasteurizados, leche 

UHT, leche. condensada dulce, leches fermentadas, productos 

ferrnentados basados en leche, chocolate con leche, mousses, 

espumas, emulsiones, helado, polvos basados en leche, 

5 formulas para –nfantes, fortificaciories dietØticas, 

alimento para mascotas o tabletas, suplemento oral seco, 

suplemento oral hümedo. 

17. Producto alimenticio, suplemento alimenticio, 

composiciOn nutritiva y/o farmacØutica que contiene una 

10 proteIna de suero nanoparticulada segcin cualquiera de las 

reiviridicaciones 11 a 13. 

18. Una compos–ciOn segün la reivindicaciOn 17, 

la cual es sustituto de crema para cafØ, yogurt, leches 

fermentadas, productos fermeritados basados en leche, 

15 mousses, helados, polvos basados en leche, fOrmulas para 

infantes, fortificaciones dietØticas, alimento para 

mascotas o tabletas, suplemento oral seco, suplemento oral 

hiimedo. 

AT 



WO 2006/034857 PCT/EP20D51010485 

17 

Claims 

1 A method for the production of nanoparticulated whey protein comprising the 

5 step of: 

i) adjusting the pH at a very precise narrow range of an aqueous Isolution of whey 

protein, or adjusting the ionic strength of the whey protein preparation while keeping 

the pH constant, and 

ii) subjecting the aqueous solution to a temperature of between 800 to 95°C, during a 

0 time period of from 10 seconds to 30 minutes, to obtain a hqind dispersion of spherical 

nanoparticulated whey protein having a particle size of less than 1 pm, 

2. The method according to claim 1, inducing spontaneous nanoparticulation of 

whey proteins during heat treatment in absence of shearing, in which the proportion of 

S nanoparticles in the liquid dispersion is of at least 20% and residual soluble aggregates 

� or soluble protin below 80%. 

3. The method according to claim 1 or 2, in which the average nanoparticle size is 

characterised by a polydispersity index below 0.200 

0 

4 The method according to claim 1, wherein the time period is 15 minutes and the 

temperature 85°C S 

5. The method according to one of claims ito 4, wherein: 

25 - the pH is 5.6 to 6 4, preferably 5.8 to 6.0 to obtain negatively charged uanoparticules 

or, 

- the pH is 7,5 to 8 4, preferably 7.6 to 8.0 to obtain negatively charged rzanopartzcules 

in presence of large amount of free minerals or, 

-. the pH is 6.4 to 7.4, preferably 6.6 to 7.2 to obtain negatively charged nazioparticulea 
30 in presence of moderate content of free minerals, 

6 The method according to one of claims 1 to 4, wherein the pH is 3.5 to 5 0, to 
obtain positively charged rianoparticules. 

35 7. The method according to one of claims I to 6, in which the dispersion of 
nanoparticles is subjected to drying. 
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8. The method according to any of the preceding claims, wherein the aqueous 

whey protein solution is essentially salt free or where ionic strength has been adjusted 

by organic or inorganic ions in such a way that is allows nanoparticulation at constant 

PH. 

9. The method according to any of the preceding claims, wherein the whey proteins 

are present in the aqueous solution in an amount of 0 1 wt.-%, to 12 wt -%, preferably 

0.1 wt -% to 8 wt.-%, more preferably 02 wt -% to 7 wt .%, even more preferably 1 

Wt, -.% to 4 wt.-%, on the basis of the total weight of the solution. . ..... 

10. The method according to any of the preceding claims, in which the whey is 

replaced by any other deunneralized or slightly mineralized globular protein, in 

particular from egg, soy, cereals, oilseeds, or from other vegetable or animal origin. 

ii. Nanoparticulated whey protein obtainable by a method according to any of 

claims 1 t 10. 

12. Nanoparticulated whey protein according to claim 11, having a Protein 

Efficiency of at least 118. . 

13. Nanoparticulated protein obtainable by a method according to claim 11, having a 

Protein Efficiency Ratio of at least 100 

14. Use of a nanoparticulated whey protein according to anyof:thó claims 11 to 13 

25 for the preparation of a food product, a food supplement, a nutritional and/or 

pharmaceutical composition. 

15 Use according to claim 14, for low fat products 

30 16. The use according to claim 14 or 15, for coffee creamers; yoghurt, pasteurized, 

UHT milk, sweet condensed milk, fermented milks, milk-based fermented products, 

milk chocolate, mousses, foams, emulsions, ice cream, milk based powders, inThzit 

formulae, diet fortifications, pet food, or tablets, dried oral supplement, wet oral 

supplement. 

35 

17 Food product, food supplement, nutritional and/or pharmaceutical composition, 

containing a nanoparticulated whey protein according to any of the claims 11 to 13. 
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PA 
E PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE 
ABILIDAD 

Csilla No. I Bases del reporte 

Solicitud internacional No. 
PCT/EP2005/010485 

1. Respecto al idioma, este reporte se basó en la solicitud internacional en el idioma en el cual fue 
prsentada, a menos que se indique lo contrario segAn este item. 

2. 

1-

3, 

LIEste Reporte se basó en una traducción del idioma original al siguiente idioma, el cual es el 
idioma de una traducción suministTada para los propósitos de: 

Elbiisqueda internacional (segün la Regla 12.3. y 23.1 (b)). 

LIpublicación  de la solicitud internacional (segün la Regla 12.4) 

LIexamen preliminar internacional (segim las Reglas 55.2 y/o 55.3). 

pecto a los elementos de la solicitud internacional, este reporte se basa en (PÆginas de remplazo que han 
o suministradas a la oficina receptora en respuesta a una invitación bajo el artIculo 14 estÆn referenciados 
este reporte como "presentados originalmente" y no estÆn anexos a este reporte): 

PÆginas 

6 como se presentaron originalmente 

Nümeros 

como Se presentaron originalmente 

Tiojas 

como se presentaron originalmente 

la secuencia numerada y/o alguna tabla(s)-ver Casilla Suplementaria a la Secuencia Numerada 

Las modificaciones resultaron en la cancelación de: 

El la descripción, pÆginas 
El las reivindicaciones, Nos. 

los dibujos, hojas/figuras 
listado de secuencia (especificar) 

0 cualquier tabla(s) relacionadascon la serie de listados (especificar) 

4. Li Este reporte ha sido estableddo como ii (alguno de) los artexos corregidos a este reporte y numerado antes 
no ha sido hecho, desde que ellos han sido conâiderados a travØs de la presentación original, como esta 
indicado en la casilla suplementaria (regla 70.2(c)).. 

la descripción, pÆginas 
las reivindicaciones, Nos. 

E] los dibujos, hojas/figuras 
El secuencia que enumera (especificar) 
El algunas tabla(s) relatando secuencia nunierada (especificar) 

el Item 4 aplica, algunas o todas aquellas hojas pueden ser marcadas "reemplazadas" 

PCT/!PEAJ409 (Enero 2004) 

M, 



REP RTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL 

SOBIE PATENTABILIDAD 

Solicitud internacional No. 

PCT/EP2005/010485 

Casil allo. IV Falta de unidad de invención 

1. En respuesta a la invitación para restringir o pagar derechos adicionales el solicitante ha: 

F�Irestringido Las reivindicaciones. 

pagado derechos adicionales. 

Epagado derechos adicionales bajo protesta. 

F-Ini restringido ni pagado derechos adicionales. 

2, [J Esta Autoridad encontró que el requisito de unidad de invención no se ha cumplido y escogió, de 
conformidad con la Regla 68.1, no invitar al solicitante para que restrinja o pague derechos 
adicionales. 

3. Esa Autoridad considera que el requisito de unidad de invención de acuerdo con las Reglas 13.1, 13.2 y 
1.3 es 

LJ se ha cumplido. 

no se ha cumplido por las siguientes razones: 

ver hoja separada 

4. P4r consiguiente, las siguientes partes de la solicitud internacional fueron el objeto del examen
peliminar internacional para establecer en estØ reporte: 

Todas las partes. 

Las partes que se relacionan con las reivindicaciones Nos. 1-9, 11-18 (pardalmente). 

Cas1la No. V Afirmaciôn razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o 

apIi?abilidad industrial; citaciones y eplicaciones gue sustentan dicha afirznación  

2. C 

Novedad (N) 

Nivel inventivo (IS) 

Si: Reivindicaciones 

No: Reivindicaciones 1-9,11-18 

Si: Reivindicaciones 

No: Reivindicaciones 1-9,11-18 

Aplicabilidad industrial (IA) Si: Reivindicaciones 1-9,11-18 

No: Reivindicaciones 

ciones y explicaciones (Regla 70.7): 
hoja separada 

PCI’IIPEA/409 (Enero 2004) 
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REP  PRELIMINAR INTERNACIONAL 

SOBRE PATENTABILIDAD 
(HOA SEPARADA) Solicitud internacional No. 

PCT/EP2005/010485 

R4 Item IV 

La invenciones/grupos separados do invenciones son: 

I) Reivindicaciones 1-9,11-18 (parclalmente) 

MØtodo para preparar proteina de suero nanoparticulada con un tamaæo do particula inferior a 

I micrómetro ajustando el pH o fuerza iôriica y tratando la soluciôn con calor por un periodo 

de tiempo especifico asi como proteina de suero nanoparticulada obtenible por dicho mØtodo, 

uso do (a misma y productos que la comprenden. 

ii) ReMndicaciones 10, 11-18 (parciatmente) 

MØtodo para preparar proteina globular nanoparticulada cilferente at suero, con un tamaæo do 

particula inferior a 1 micrOmetro ajustando el pH o fuerza iônica y tratando la sotuciôn con 

calor por un perlodo de tiempo especifico asI como proteina do suero nanoparticulada 

obtenible por dicho mØtodo, uso do la misma y productos quo la comprenden. 

La oIicitud se relaciona con una pluralidad do invenciones, o grupos do invenciones, en el sentido de 

la Rala 13.1. POT. Se han definido como so definieron anteriomiente.. 

Elrquerimiento de unidad se cumpllrØ Cinicamente cuando haya una retaciOn tØcnica entre aquellas 

inverciones quo tengan una o mÆs do las mismas o caracterIsticas tØcnicas correspondientes. La 

expsión ’caracteristica tØcnica especial’ significarØ aqueltas caracterfsticas quo definen una 

contibución sobre la tØcnica anterior (Regla 132 PCT). 

Las resentes reivindicaciones so retacionan con un mOtodo para preparar protelna de suero no 

partiasl

lado (reivindicaciones 1-9) o para preparar protelna globular nanoparticulada (reivindicación 

10),  como dichas proteinas obtenibles por dichos mØtodos (reivindicaciones 11-13), su uso 

(reiviidicaciones 14-16) y los productos quo comprenden (as mismas (reivindicaciones 17y 18). 

La mteria objeto do en particular las reivindicaciones 1, 1.0 y 11 no es nueva ni inventiva frente a en 

partickilar EP1281322, que revela como una parte del proceso para preparar un producto quo 

comçrende una composiclØn fijadora, un proceso para hacer agregados do proteina globular de un 

tamalo de particula promedio en el rango entre 10-300 nanOmetros (cf. reivindicaciOn 1); de 

conformidad con la reivindicación 2, (a  proteina se setecciona preferiblemente del suero, soya, 

del p 
conte 

26. L 

y20). 

Forma 

mina o atbCimina do suero sanguineo (ver tambiØn el pØrrafo 13). Considerando la temperatura 

o do tratamiento con cator para obtener dichas nanopartIculas, (a persona versada seriamente 

plar1a cualquier temperatura inferior at rango entre 60 y 159 0° segCin so indica on el pÆrrafo 

mismo aplica para la materia objeto de las presentes reivindicaciones 14 y 17 (ver pØrrafos 19 

..a caracterIstica tØcnica comün entre las dos invenciones es para el mØtodo, el paso do ajuste 

Separada 409 (Hoja 1) (EPO-Enero 2004) 



do 

n. 

El 

Solidtud internacional No. 

?cT/Er20051010485 

pH a el ajuste do fuerza iônica, el tratamiento tØrmico y el tamaflo do particula Sin embargo, 

s estas caracteristcas tecnlca ya han 8ido reveladas an EP1281322 Para las reivinthcaciones 

producto 11-13 la caracteristica tØcnica comun as el tamaflo do particula La proteina de suoro 

oparticutada a par ejemplo la protelna do soya as conocida de EP1281322 Lo rnismo aplica a por 

1nplo U85750183 (of. ejemplo 7y figura 1) 

lo tanto, la Autoridad de.. BOsqueda considera qua las reMndicaciones 1-18 . constituyen dos 

nciones diferentes quo son dingidas ya sea a las protelnas do suero o a las proteinas globulares 

rØntes al suero 

rq utslto de Invencion de unidad (Regla 13.1 PCT) par lo tanto ya no exists an cuanto a quo la 

cion tŁcnica quo comprende una a mae do las mismas o caracteristicas tecnlcas especiales 

espondientes an el sentdo do la Regla 132 POT) no existe entre los grupos de invenciôn do la  

nreeæte solicitud. 

tenV 

$e hace referencia a los siguientes documentos 

01 EP-A- 1 281 322 (WAGENINGEN CENTRE FOR FOOD SCIENCES) 5 do febrero do 

2003 (2003-02-05) 

02 GB-A- 1 079 604 (GENVRAIN) 16 do agosto do 1967 (1967-08-16) 

03 EP-A-0 603 981 (VERENIGDE 000ERARATIEVE MELKINDUSTRIE COBERCO 

BA) 29 dejunio do 1994 (1994-06-29) 

04 U$-B1 -6 767 575 (HUSS MANFRED Er AL) 27 do julio do 2004 (2004-07-27) 

05: �WO 93/07761 A (THE: NUTRASWEET COMPANY) 29 do abdl do 1993 (1993-04-29) 

06 US-A-5 750 183 (YAMAMOTO Er AL) 12 do mayo de 1998 (1998-05-12) 

07 WO 91/17665.A (THE NUTRASWEET COMPANY) 28 do noviembre de 1991 (1991-

11-28) 

08 ELOF$SON C ET AL "CHARACTERIZATION OF A COLD-GELLING WHEY 

PROTEIN CONCENTRATE" INTERNATIONAL DAIRY JOURNAL ELSEVIER 

APPLIED SCIENCE, BARKING, GB, vol 7, 1997, pÆginas 601-608, XP002930840 

ISSN: 0958-6946 

09 JU ZHI YONG ET AL "Gelation of pH-aggregated whey protein isolate solution 

induced by heat, protease, calcium salt, and acidulant" JOURNAL OF 

AGRICULTURAL AND FOOD CHEMISTRY, AMERICAN CHEMICAL SOCIETY, 

WASHINGTON, US, vol 46, no 8, Mayo do 1998 (1998-05), pÆginas 1830-1835, 

XP002146903 ISSN: 0021-8561 
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con prenda una composición acuosa fijadora. En el ejemplo en el pÆrrafo 42 de DI, se revelan 

part culas de proteina de suero de un diÆmetro medio de 55 nanOmetros. D2 revela un polvo fino de 

prot Ina de suero precipitada (ver el item 3.1 anterior). 03 revela agregados de proteina de suero 

con ;entrada en el rango de tamaæo desde 0.1 micrômetros hasta 10 micrôrnetros, por lo tanto 

inch yendo proteina de suero nanoparticulada que tienen un tamaæo de particula inferior a I 

mic Ometro (ver la columna 4, I. 31 a 43). Lo mismo que para D3 aplica para D4 y 06 que revelan 

prot Ina de suero microparticulada que tienen un diÆmetro medlo mayor a 0.1 micrones (cf. 

reivi idicación 15 en D3, reivindicaciones 3 y 4 en 06). Las micropartIculas son Utiles como sustituto 

de I grasa en productos alimenticios (ver el pÆrrafo 1, pÆgina 1). D5 revela microparticulas de 

prot ,Ina de suero que tienen propiedades semejantes a Ia grasa y tienen un tamauio de partIcula 

entrt 0.01 y I micrômetros (ver los ejemplos y ha columna 5, 1. 14-16). Dichas rnicroparticulas son 

utile como sustituto de ha grasa en la preparaciOn de ahimentos tales como margarina, pastas para 

unt r, mayonesa, bebidas, etc. (ver ha columna 5, I. 38-47 en particular). 07 revela particulas de 

sue i o que tienen un tamaæo agregado entre 30 y 50 nanOmetros (ver la pªgina 602, columna 

izqu erda, segundo pÆrrafo). D8 revela proteina de suero agregada con. un tamaæo de particula entre 

200 400 nanómetrôs (ver el resumen). 

AdemÆs, se observa que productos comercialmente bien conocidos tales como por ejemplo 

SIMPESSE 100 (protelna de suero microparticulada) de la compaæia NutraSweet Company 

parece que estÆn comprendidos en la materia objeto de las presentes reivindicaciones 11-13. 

3.3 El mismo razonamiento que para Ia reivindicaciôn 11 aplica para Ia materia objeto de las 

S presentes reivindicaciones independientes 14 y 17 (cf. item 3.2 anterior) en vista do los 

documentos de la tØcnica anterior D4, 05 y D6 en particular. 

3.4 En vista de la materia objeto de las reivindicaciones 12 y 13 se observa que un PER para la 

proteina de suero microparticulada tal como so observó en ha pgina 4 de la presente 

descripciOn ya es conocido de D9 (tablas 4 y 6) (ver tambiØn el item 2.3 anterior). Por 

consiguiente, una dehirnitación en tØrminos de novedad de las reivindicaciones 12 y 13 

simplemente en tØrminos del PER de cuahquiera de los documentos do ha tØcnica anterior 

anteriormente mencionados quo revelan proteina de suero micro- o nanoparticulada es 

altamente cuestionable. 

4. RE1VINDICACIONES DEPENDIENTES 2-9, 12, 13, 15, 16, 18 

Las reivindicaciones dependientes 2-9, 12, 13, 15, 16, 18 no contienen ninguna caracterIstica 

quo, en combinaciôn con las caracteristicas de alguria do las reivindicaciones a quo se 

refieren, parece que cumplen con los requerimientos del PCT respecto de novedad y/o paso 

inventivo (Articulo 33(2) y (3) PCT). 

Forii PCT/Hoja Separada 409 (Hoja 4) (EPO-Encro 2004) 
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SEPARADA) 

La matena objeto de las presentes reivindicaciones 1-9 y 11-18 (parcialmente) es aplicable a 

la industria alimentida Art1culo 33(4) PCT). 

PCT/Hoja Separada 409 (Roja 5) (EPO-Enero 2004) 
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International application No. 
PCTiEP2005i01 0485 

Box No I Basis 01 the report 

1. With regard to the language, this report is based on the international application in the language in which it was 
filed, unless otherwise indicated under this item. 

o 

This report is based on translations from the original language into the following language1 

which is the language of a translation furnished for the purposes of: 
0 international search (under Rules 12.3 and 23.1(b)) 
0 publication of the international application (under Rule 12.4) 
O international preliminary examination (under Rules 55.2 ancl1br 55.3) 

2. With regard to the elements* of the international application, this report is based on (replacement sheets which 
have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under ArtIcle 14 are referred to in this 
report as "originally filed" and are not annexed to this report): 

Description, Pages 

1-16  as originally flied 

Claims, Numbers 

i-i a as originally filed 

Drawings, Sheets 

116-616 as originally filed 

0 a sequence listing andbr any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing 

3. 0 The amendments have resulted in the cancellation of: 
O the description, pages 
U the claims, Nos. 
L1 the drawings, sheetsifigs 

o the sequence listing (specify): 
U any table(s) related to sequence listing (specify): 

4. 0 This report has been established as if (Some Of) the amendments annexed to this report and listed below 
had not been made, since they have been considered to go beyond the disclosure as flied, as Indicated in the 
Supplemental Box (Rule 70.2(0)). 

o the description, pages 
o 

the claims, Nos. 
o the drawings, sheetsfligs 
El the sequence listing (specify): 
O any table(s) related to sequence listing (specify): 

If item 4 applies, some or all of these sheets may be marked "superseded." 

Form F’CTIPFAJ 409 (January 2004) 
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ON PATENTABILITY PCTiEP2005i01 0485 

Box No IV Lack of unity of invention 

1.0 In response to the Invitation to restrict or pay additional fees, the applicant has; 
El restricted the claims. 
O paid additional tees. 
U paid additional fees under protest. 

o neither restricted nor paid additional fees. 

2. 0 This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to 
Rule 68. 1, not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. 

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention In accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 
is 

LI complied with. 

not complied with for the following reasons: 

see separate sheet 

4. Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the International application: 

0 all parts. 

the parts relating to claims Nos. 1-9, 11-18 (partially). 

Box No. V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial 
applicability; citations and explanations supporting such statement 

1. Statement 

Novelty (N) Yes: Claims 
No: Claims 1-9,11-16 

Inventive step (IS) Yes: Claims 
No: Claims 1-9111-18 

Industrial applicability (IA) Yes: Claims 1-9111-18 
No: Claims 

2. Citations and explanations (Rule 70.7): 

see separate sheet 

Form PCTAPEA/409 (January 2004) 
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jtern IV. 

The separate inventions/groups of inventions are: 

I) Claims 1-9, 11-18 (partially) 

Method for preparing nanoparticulated whey protein with a particle size below I 
micrometer by adjusting the pH or ionic strength and heat treating the solution for 
a specific time period as well as nanoparticulated whey protein obtainable by such 
method, use thereof and products comprising these. 

ii) Claims 10, 11-18 (partially) 

Method for preparing nanoparticulated globular protein other than whey, with a 
particle size below 1 micrometer by adjusting the pH or ionic strength and heat 
treating the solution for a specific time period as well as nanoparticulated whey 
protein obtainable by such method, use thereof and products comprising these. 

The application relates to a plurality of inventions, or groups of inventions, in the sense 
of Rule 131 PCT. They have been divided as defined above. 
The requirement of unity shalt be fulfilled only when there is a technical relationship 
among those inventions having one or more of the same or corresponding technical 
features. The expression ’special technical feature’ shall mean those technical features 
that define a contribution over the prior art (Rule 13.2 PCT). 

The present claims relate either to a method for preparing nanoparticulated whey 
protein (claims 1-9) or for preparing nanoparticulated globular protein (claim 10), as 
well as the said proteins obtainable by such methods(claims 11-13), its use (claims 

14-16) and products comprising the same (claims 17 and 18). 

The subject-matter of in particular the 1, 10 and 11 is neither new nor Inventive 
vis-ª-vis in particular EPI2$1 322, which discloses as a part of a process for preparing 

a product comprising a gelled composition, a process for making globular protein 
aggregates of an average particle size in the range of from 10-300 nanometers (of. 
claim 1), according to claim 2, the protein is preferably selected from whey, soy, 
ovalbumin or blood serum albumin (see also paragraph 13). Considering the 
temperature of the heat treating step In order to obtain said nanoparticles, the skilled 
man would seriously contemplate any temperature inf the range of from 60 to 159 CC as 
indicated in paragraph 26.. The some applies to the subject-matter of present claims 14 
and 17 (see paragraphs 19 and 20). The common technical feature between the two 
inventions is for the method, the step of pH adjustment or ionic strength adjustment, the 

Form PC1eparaie Sheel/409 (Sheol 1) (EPO.January2004) 
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thermal treatment and the particle size. However all of these technical features are 
already disclosed in EP1281322 For the product claims 11-13 the common technical 
feature is the particle size. Nanoparticulated whey protein or for example soy protein is 
known from EP1281 322. The same applies to for example U$5750183 (of. example 7 
and figure 1). 
Hence, the Search Authority considers that the claims 1-18 constitute two different 
inventions which are either directed to whey proteins or to globular proteins other than 
whey. 

The requisite unity of invention (Rule 13.1 PCi) therefore no longer exists inasmuch as 

0 a technical relationship involving one or more of the same or corresponding special 
technical features in the sense of Rule 13.2 PCT does not exist between the groups of 
invention of the present application. 

Re.Jteni.M4 
Reference is made to the following documents: 

Dl EP-A-I 281 322 (WAGENINGEN CENTRE FOR FOOD SCIENCES) 5 
February 2003 (2003-02-05) 

02 GB-A-I 079 604 (GENVRAIN) 18 August 1987 (1987-08-16) 
03 EP-A-0 603 981 VERENK3DE COOEPERATIEVE MELKINDUSTRIE 

COBERCO B.A 29 June 1994 (1994-08-29 
04 US-.B1-6 787 575 (HUSS MANFRED ET AL) 27 July 2004 (2004-07-27) 
05 WO 93/07761 A (THE NUTRASWEET COMPANY) 29 April 1993 (1993-04-

29) 
06: US-A-5 750 183 (YAMAMOTO ET AL) 12 May 1998 (1998-05-12) 
D7 WO 91/17665 A (THE NUTRASWEET COMPANY) 28 November 1991 

(1991-11-28) 
08 ELOFSSON C ET AL "CHARACTERIZATION OF A COLD-GELLING 

WHEY PROTEIN CONCENTRATE" INTERNATiONAL DAIRY JOURNAL, 
ELSEVIER APPLIED SCIENCE, BARKING GB, vol 7, 1997, pages 601-
606, XP002930840 ISSN: 0958-6948 

09 JU ZH1 YONG ET AL "Gelation of pH-aggregated whey protein isolate 
solution induced by heat, protease, calcium salt, and acidulane’ JOURNAL 
OF AGRICULTURAL AND FOOD CHEMISTRY, AMERICAN CHEMICAL 
SOCIETY. WASHINGTON, US, vol. 48, no. 5, May 1998 (1998-05), pages 
1830-1835, XP002146903 ISSN: 0021-8561 

Form P&tISeparte SheetI409 (Sheet 2) (EO.Jenuary 2004) 
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010: EROMAN J,W,: ’The Quality of Microparticulated Protein" JOURNAL 
OF THE AMERICAN COLLEGE OF NUTRITION, vol. 9, no. 4, 1990, 
pages 398-409, XP009039280 

2. Preliminary remarks 
2.1 Claim I does not meet the requirement of clarity in accordance with Art 6 PCT in 

view of the relative expression ’a very precise narrow range’ (see PCT Guidelines 
Chapter 5.34). 

2.2 Claim 1 is defined in terms of a result to be achieved, in fact merely claiming the 
underlying technical problem which is, how to choose the treatment conditions 
such that nanoparticulated whey protein of a particle size below 1 micrometer can 
be obtained (Cf below, discussion of the prior art and see Guidelines Chapter 
535). 

2.3 The subject-matter of claims 12 and 13 appears not 
to meet the requirement of 

Art 6 PCT when referring to page 4 of the present description where a PER of 3,8 
is noted for whey, which is consistent with 09 (see tables 4 and 6) 

24 The particle size of the whey protein cannot be considered for delimitation from 
the prior art when part of a processed food product. See claims 17 and 18 
directed to products containing the whey protein in accordance with claims 11-13, 

3. INDEPENDENT CLAIMS 1, 11, l4 and l7 

3.1 The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because 
the subject-matter of claim I does not appear to be new In the sense of Article 
33(2) PCT over prior alt as follows; 
02 discloses a process Including the steps of bringing the pH of whey to a value 
of between 4,6 and 7,0, then heating to a temperature in the vicinity of 90°C which 
can last from 30 seconds to 30 minutes In order to from a fine powder of 
precipitated whey protein (cf. page 2, lines 16-29 and lines 70-81). 

3.2. The present application does not meet the criteria of Article 33(1) POT, because 
the subject-matter of claim his not new in the sense of Article 33(2) PCT over 
the prior art as follows: 
Document Dl discloses nanoparticulated whey protein with a particle size of from 
30-200 nanometers which is an intermediate product in the process’for preparing 
a product comprising a gelled aqueous composition, In the example In paragraph 

Farm OM15aparato $Lieet4O9 (Sheet 3) (EPO-Janury 2004) 
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42 of Dl, whey piotein particles of a mean diameter of 55 nanometer are 
disclosed.02 discloses a fine powder of precipitated whey protein (see item 3.1 
above). 03 discloses concentrated whey protein aggregates In the size range of 
from 0,1 micrometer to 10 micrometer, hence including nanopartioulated whey 
protein having a particle size below 1 micrometer (see cot. 4, I. 31 to 43). The 
same as for 03 applies to 04 and 06 which disclose dry mlcroparticulated whey 
protein having a mean diameter greater than about 0,1 micron (cf claim 15 in 03, 
claims 3 and 4 in 06). The microparticles are useful as substitute for fat in food 
products (see paragraph 1, page 1). 06 discloses whey protein microparticles 
having fat-Like properties and having a particle size between 0,01 and I 
micrometer (see examples and col. 5, 1 14-16) The said microparticles are useful 
as fat substitute in the preparation of food such .asmargarine, spreads, 
mayonnaise, drinks etc. (see col. 5, I. $8-47 in particular). 07 discloses whey 
particles having an aggregate size of between 30 and 50 nanometers (see page 
602, left column, second paragraph). D8 discloses aggregated whey protein with 
a particle size of between 200 and 400 nanometers (see abstract). 

In addition, It is noted that commercially well known products such as for instance 
SIMPLESSE 100 (microparticulated whey protein) from NutraSweet Company 
appear to be encompassed in the subject-matter of present claims 11..13. 

The same reasoning as for claim 11 applies to the subject-matter of present 
independent claims 14 and 17 (cf item 3.2 above) in view of in particular prier art 
documents 04, 05 and 06. 

3.4 In view of the subject-matter of claims 12 and 13 it Is noted that a PER for 
microparticulated whey protein such as noted on page 4 of the present description 
is already known from 09 (tables 4 and 6) (see also Item 2.3 above). As a 
consequent, a delimitation In terms of novelty of claims 12 and 13 merely in terms 
of PER from any of afore-noted prior art document disclosing micro- or 
nanoparticutated whey protein is highly questionable 

4. DEPENDENT CLAIMS 2-9,12,13,15,16,18 
Dependent claims 2-9, 12, 13, 15, 16, 18 do not contain any features which, in 
combination with the features of any claim to which they refer, appear to meet the 
requirements of the PCT in respect of novelty and/or inventive step (Article 33(2) 

Form OcTrsepsrate Siieetf4OW (Sheet 4) (EPO.Jnuiy 2004) 
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and (3) PCT). 

5. The subject-matter of present claims 1-9 and 11-18 (partially) is applicable in the 
food industry (Art. 33(4) PCT). 

POT/Separate Sheei/409 (Sheet 5) (EPO-January 2004) 
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ANEXO EXPLICAT)VO DE MODIFICACIONES A LAS 

REIVINDICACIONES 

En ejerctcio del derecho conferido por el Articulo 28 numeral I del Tratado de 

Cooperación en materia de Patentes PCT, atentamente me permito informar 

a ese Despacho que el capitulo reivindicatorio tat como fue presentado 

originalmente en Fase Internacional ha sido modificado. 

Las modificaciones realizadas se encuentran plenamente sustentadas en la 

descripciOn de la presente invención y en este sentido, no configuran una 

ampliaciOn del invento o de la divulgaciOn contenida en la solicitud 

presentada. 



PROT2INAS DE StJERO NANOPARTICULADAS 

RBSUME-OBJETO Y DINALID1D DE LA INVENCION 

S La presente invención se relacioria con un mØtodo 

para producir proteinas de suero de forma nanoparticulada y 

con las protelnas de suero nanoparticuladas as! obtenidas. 

EspecIficamente, la presente invenciôn se ref iere al uso de 

estas protelnas de suero nanoparticuladas como 

10 emulsificantes, sustituto de grasa, sustituto de caselna 

micelar, agentes blanqueadores, espumantes, texturizantes 

y/o de carga. 

5 

iJ 



PROTEINAS DE SUERO N.ANOPARTICTJLADAS 

CNPO DE LA INVENCION 

5 La preserite invención se rej.aciona con un mtodo 

para producir protelnas de suero en forma nanoparticulada y 

con las proteInas de suero nanoparticuladas asI obtenidas. 

Espebificamente, la presente invención pertenece al uso de 

esas proteinas de suero nanoparticuladas coma 

10 erriulsificantes, sustituto de grasa, sustituido de casemna 

micelar, agentes blanqueadores, espumantes, texturizantes 

y/o de carga. 

TECEDENTES DE LA INVENCION 

15 El material al–menticio que contiene grasa 

constituye una proporción considerable de las dietas de 

muchas personas. Uno de los problemas encontrados con la 

producción de esos productos reside en que la grasa debe 

.permanecer estabilizada durarite toda la vida de axiaquel de 

0 los productos, de modo que no ocurre separaciôn de fases. 

Hasta este punto, son usados agentes 

emulsificantes, que proporcionaxi una estabilizaciôn de la 

emulsión una vez £ armada, sobre la base de su propiedad 

in)aerente de una parte lipofilica a hidrof6bica; 

5 respectivamente; que es soluble en la fase no acuosa y una 
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parte polar e hidrofilica que es soluble en agua, de modo 

que las molØculas faciliten la emulsificaciôn en una face 

en la otra fase. Adicionalmente, los agentes emulsificantes 

tarnbiØn protegen las gotas una vez formadas contra la 

5 agregación y coalescencia. Como agentes emulsificantes se 

usan sustancias naturales, como hidrocoloides, fosfoilpidos 

(lecitina) o glicolipidos y por otro lado agentes 

sintØticos como el estearil-2-lactilato o mono-, 

diacilglicØridos, etc. 

10 Una de las desventajas principales de los agentes 

Sreside en que esos agentes algunas veces se suman 

sustancialmente a los costos del producto final, y no 

agregan valor nutricional al producto. Algunas veces, esos 

tipos de materiales tarnpoco muestran propiedades 

15 estabilizantes adecuadas debido a una competencia 

interfacial con las proteinas. 

LA INVENC ION 

De este modo, un objetivo de la invención reside 

0 en proporcionar alternativas a los emulsificantes 

existentes, que no muestren las desventajas inherentes y 

estØn fÆcilmente disponibles. 

Otro objetivo de la invención es proporcionar un 

sustituto de grasa, un agente blariqueador, espumante, 

5 texturizante y/o de carga con una Relaci6n de Eficiencia 

td 
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Proteica (PER) alta. 

Para lograr este objetivo se propone un rntodo 

para la producción de proteina de suero nanoparticulada que 

compreride el paso de someter una soluci6n que contierie 

5 proteinas de suero a una temperatura especfica durante un 

periodo de tiempo especIf ice y en un in.tervalo de pH 

estrecho para obtener come resultado la producción de 

agregados de protemnas de suero que tengan un dixnetro de 

menos de 1 j.tm, de rnauera preferible de 100 a 990 urn. 

10 En particular, la presente invención se relaciona 

Scon un mØtodo para la producci6n de proteina de suero 

nanoparticulada que comprende los pasos de: 

i) ajustar el pH en un intervalo estrecho de 

una solución acuosa de proteina de suero, o ajustar la 

15 fuerza iónica de la preparaciOn de proteina de suero, 

manteniendo a la vez el pH constante; y 

ii) sorneter la solución acuosa a una temperatura 

de entre 800 a 95°C, durante un periodo de tiempo de 10 

segundos hasta 30 minutes, para obtener la dispersion de 

20 llquido de proteina �de suero nanoparticulada esfØrica que 

tiene un tamaflo de particula de menos de 1 gm. 

La dispersion de protelna de suero 

nanoparticulada puede ser secada adern.s, en particular per 

secado per congelarniento o secado per redo. Se ha 

5 encontrado que las nanoparticulas de protelna de suero 

la 
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fueron observadas en soluci6n despus de la reconstitución 

del polvo secado por roclo. No sepudo detectar diferencia 

en. la morfologla y estructura, confirmando que las 

nanopartIculas de proteina de suero son fisicamente 

5 estables con respecto al secado por roclo. 

Esas naxioparticulas tienen una Relaci6n de 

Eficiencia Proteica de al rnenos 100. 

urante los experimentos exhaustivos, que 

condujeron a la presente invencióxi, los inventores 

10 nombrados notaron, de manera sorprendente, que cuando se 

ajusta el pH a un intervalo estrecho muy preciso (media – 

0.2 unidades de pH) antes de tratar con calor una solución 

acuosa de protelnas de suero, o uno o ms de sus 

constituyentes principales a una temperatura de entre 

15 aproximadamente 80 a 95°C, durante un periodo de tiempo de 

entre aproximadamente 10 s a 30 mm  a la temperatura 

deseada, las protelnas de suero asi obtenidas muestran una 

forma de particula, con forma esfØrica y con un tamafio de 

particula que tiene un dimetro de menos de 1 4m. Una 

20 ventaja es que las particulas de proteina de suero 

preparadas en coxisecuencia no han sido sometidas a ningürl 

esfuerzo mecÆnico que conduzca a la reducción del tamaflo de 

particula, contrar–o al proceso convencional. Este mØtodo 

induce la nanoparticulación espontÆnea de las proteInas de 

25 suero durante el tratamiento con calor en ausencia de 
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corte. 

Las proteinas de suero nanoparticuladas han 

mostrado ser idealmente adecuadas para usarse como un 

emulsificante, sustituto de grasa, sustituido de caseIria 

5 micelar o agente espumante, puesto que son capaces do 

estabilizar grasa y/o aire en un sistema acuoso durante un 

periodo prolongado. AdemÆs, las proteinas do suero 

nanoparticuladas do la preserite estÆn aün en condiciones de 

servir como agente blanqueador, �de modo que con un 

10 cornpuesto pueden ser efectuadas varias tareas. Puesto que 

el suero es un material abundantemente disponible, el uso 

del mismo reduce el costo do un producto quo requiera un 

emulsificante, carga, agente blanqueador o espumante, 

agregÆndose al mismo tiempo a su valor riutricionaL 

15 

BREVE I)ESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

En las Figuras: 

La Figura 1 muestra el resultado de un 

experimerito que demuestra el efecto del pH y tratamiento 

S20 con calor sobre la nanoparticulaciôn de f3lactoglobulina. 

La Figura 2 muestra los medios para determinar el 

pH de la nanoparticulación para la preparación comercial 

(Biprofi, Batch JE032-1-420) usando medicionos de turbidez a 500 nm. 

La Figura 3 es una micrograf ía de Microscopia 

S Electrónica do Transmisión de protelnas de suero 

"3 
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nanopart–culadas (2% p, WP195, Lactalis) a pH 7.4. La barra 

de la escala es de 200 nm. 

La Figura 4 muestra el resultado de un 

experimento que evalüa el impacto de la fuerza i6nica 

5 (Arginina HC1) sabre la forniación de rianopartIculas de 

proteina a un pH constante de 7.0. 

La Figura 5 muestra la estabilidad del volumen 

(FVS) de espuma estabilizada por nanoparticulas de 3-

lactoglobulina al 1% p (Davisco) a pH 7.0 en presencia de 

10 Arginina HC1 60 mM en comparac–6n con f3-lactoglobulina no 

nanoparticulada. 

La Figura 6 muestra la distr–bucióri de tamaflo 

basada en la intensidad de nanoparticulas obtenidas por 

tratamiento con calor de una dispersion de -1actog1obu1ina 

15 al 1% peso durante 15 min a 85°C a pH 4.25 (cargada 

positivamente con un potencial zeta de aproximadamente +25 

MV) y a pH 6.0 (cargada negativamente con un potencial zeta 

de aproximadamente -30 my). El dimetro hidrodinÆm–co 

promediado par .Z de las nanoparticulas fue de 229.3 mm a pH 

20 4.25 y 227.2 a pH 6.0. Se muestran las micrografIas 

corresporidientes de las nanoparticulas obtenidas por ThM despus de 

la tinci6n negativa. Las barras de la escala son de 1 gm. 

25 

DESCRIPCXON DETALLI+.DA DE LAS MODALIDES PREFERIDAS DE LA 

INVENC ION 
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Como la protelna de suero a ser usada en el 

presente mØtodo, puede ser usado cualquier aislado o 

concentrado de proteina de suero comercialmente 

disponibles, es decir, proteina de suero obtenida por un 

5 proceso para la preparación de protelna de suero conocido 

en la tØcnica, asi como fracciones de proteina de suero 

preparadas de la misma o de proteinas coma la 13-

lactoglobulina (BLG), u-lactalbrnina y albümina de suero 

En particular, el suero dulce obtenido coma subproducto en 

10 la fabricaci6n de queso, y suero Æçido  coma subproducto en 

la fabricaci6n de caselna ÆcIda, suero nativo obtenido par 

microfiltración de leche a suero de quimocina coma 

subproducto en la fabricaci6n de caseina de quimocina puede 

ser usado coma la proteina de suero. Preferiblemente, en 

15 particular baja los aspectos de costo, la preparaci6n de 

protelna de suero, la cual no ha sido sometida a procesos 

de fraccionamiento adicionales despuØs de su producción, es 

la preferida coma materia prima. La presente invenci6n no 

se restringe a aislados de suero de origen bovino, sino que 

S20 pertenece a aislados de suero de tadas las especies de 

animales mamIferos, como de ovejas, cabras, caballos y 

cameIlos. TambiØn, el proceso de acuerdo a la presente 

invención se aplica a cualquier otra proteina globular 

desmineralizada a ligerarnente mineralizada, coma protelnas 

25 de huevo, soya, cereales, semillas oleosas, a de otros 

4 



vegetales o de origen animal. Deber ser comprendido por 

"ligeramente mineralizada", la eliminaci6n de minerales 

libres los cuales son dializables a diafiltrables, 

mariteniendo los minerales asociados con la proteIria o 

5 mineral–zaciôn natural despuØs de la preparacin del 

concentrado a aislado de proteina de suero sin 

enriquecimiento mineral especifico. 

Las protelnas de suero pueden estar presentes en 

soluci6n acuosa en una cantidad de 0.1% p a 12% P de 

10 manera preferible en una cantidad de 0.1% p a 8% p, de 

Imanera mÆs preferible en una cantidad de 0.2% p a 7% P de 

manera an mÆs preferible en una cantidad de 0.5% p a 6% p, 

en particular en una cantidad de 15% p a 4% p, cada una 

sobre la base del peso total de la soluci6n. 

15 La soluci6n acuosa de la preparac–6n de protelna 

de suero como estÆ presente antes del paso de 

nanoparticulaci6n tambin puede comprender compuestos 

adicionales, como subproductos de los procesos de 

produccióri de suero respectivos, otras protelnas, gomas a 

20 carbohidratos. La soluci6n tambiØn puede contener otros 

ingredientes alimenticios (grasa, carbohidratos, extractos 

de plantas, etc). La cantidad de esos compuestos 

adicionales preferiblemente no excede del 50% en peso, 

preferiblemente 20% en peso, y de manera ms preferible 10% 

25 en peso del peso total de la soluci6n. 



Las protelnas de suero tie nen una mejor relación 

de eficiencia proteica (PER), en comparación por ejemplo 

con la caseina 118/100. 

PER= crecimiento del peso corporal (g)/coxisumo en 

5 peso de protelna (g). 

Ejemplos: PER % de Caselna 

Caseina 3.2 100 

Huevo 3.8 118 

Suero 3.8 118 

10 Soya completa 2.5 78 

Gluten de trigo 0.3 9 

Las proteinas de suero son una excelente fuente 

de aminoÆcidos esenciales (AA) (45%). Rico en .7A cuyos 

requerirnientos pueden incrementarse en el caso de tensión y 

15 en ancianos: en comparaci6n con la caseina (0.3 g de 

cistelna/100 g de protelna) las proteinas de suero dulce 

contienen 7 veces mae cistelna y el suero Æcido 10 veces 

mae cistelna. La cistelna es el aminoacido limitante de la 

velocidad para la siritesis de glutation (GSH), el glutation 

0 es un tripptido constituido de glutamato, cistelna y 

glicina. El glutation tiene funciones importantes 

principales en la defensa del cuerpo en el caso de tensi6n. 

La suplementaci6n oral con protelna de suero incrementa los 

riiveles de GSH en plasma de pacientes infectados por VflI 

5 (Eur. J. Clin. Invest. 2001; 31, 171-178). 
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Las nanopartIculas de acuerdo a la presente 

invención tienen una PER de al menos 100, de manera 

preferible de al merios 118. 

La protelna de suero, asi como las fracciones yb 

5 las protelnas principales de la misma pueden ser usadas en 

forma purificada o igualmente en forma de un producto 

crudo. De acuerdo a una modalidad preferida el contenido de 

sal del material inicial para la preparaci6n de proteina de 

suero nanoparticulada puede ser menor del 2.5% en cationes 

10 divalentes, de manera ms preferible menor del 2%. 

De manera alterriativa, si no se desea u.n paso de 

ajuste del pH, es posible ajustar la fuerza iónica de la 

preparaci6n de protelna de suero manteniendo a la vez el pH 

constante. Entonces, la fuerza iónica puede ser ajustada 

15 por jones orgÆnicos o inorgÆnicos de tal manera que permita 

la nanoparticulación a pH constante. 

El material ixiicial es entorices sometido al 

tratamiento con calor. A este respecto se ha encontrado 

importante obtener protelna de suero nanoparticulada que 

20 tenga la temperatura en el intervalo de aproximadamente 80 

hasta aproximadamente 95°C, de manera preferible de 

aproximadamente 82 hasta aproximadamente 89°C, de manera 

mÆs preferible de aproximadamente 84 hasta aproximadamente 

87°C, de manera mÆs preferible a 85°C. 

5 Una vez que se ha alcanzado la temperatura 
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deseada, esta se mantendrÆ ahI durante un mmnimo de 10 

segundos y un mâx–mo de 30 minutes (a la temperatura 

deseada). Preferiblemente ci periodo de tiempo, durante la 

cual la solución acuosa de proteina de suero se mantiene en 

S los intervalos de temperatura deseados de 12 a 25 minutes, 

de manera ms preferible de 12 a 20 minutes, 0 de manera 

rnÆs preferida de aproximadamente 15 minutes. 

Per nanopartIculas, en la presente descripción, 

comprendernos particulas con un diÆmetro menor de 1 Jim, de 

10 manera preferible entre 100 y 700 nm. El diÆmetro medic de 

las nanoparticulas puede ser determinado usando Microscopla 

Electrónica de Trarismisi6n (TEM). Es este case, las 

muestras nanoparticuladas liquidas fueron encapsuladas en 

tubes de gel de agar. La fijación fue efectuada per 

15 mnmersión en una soluc–6n de glutaraldehIdo al 2.5% en 

amortiguador de cocodilato 0.1 M, pH 7.4 y fijaci6n 

posterior con tetr6xido de Osmio al 2% en ci mismo 

amortiguador, conteniendo ambas soluciones 0.04% de rojo de 

Rutenio. Despus de la deshidratación en una serie de 

20 etanol graduado (etanol al 70, 80, 90, 96 y 100%), las 

muestras fueron �incluidas en resina de Spurr (Spurr/etanol 

1:1, 2:1, 100%). ]JespuØs de la polimerización de la resina 

(70°C, 48 horas), se cortaron secciones semidelgadas y 

ultradelgadas con un ultramicrotome Leica ultracut UCT. Las 

5 secciones ultradelgadas, teæidas con acetate de uranilo 



acuoso y citrato de plomo, fueron examinadas en un 

microscopio elecr6nico de transmisión (Philips CM12, 80 kV). 

De acuerdo al presente descubrimierito, el pH y la 

fuerza i6nica son factores importantes en el presente 

5 rntodo. De este modo, para rnuestras dializadas 

exhaustivamente las cuales estn virtualmente desprovistas 

de o son pobres en cationes libres como Ca, K, Na, Mg, Be 

ha encontrado que cuando se efecta el tratamiento con 

calor durarite el periodo de tiempo indicado a un pH 

10 inferior a 5.4, se obtendria cuajada, mientras que un pH 

que exceda 6.8, resultarIa proteina de suero soluble. De 

este modo, ünicamente en esta ventana de pH muy estrecha se 

obtendrÆ protØlna de suero en forma particulada con un 

tamaflo que tenga un diÆmetro de inenos de 1 jun. La misma 

15 forma particulada se obtiene simØtricamente por debajo del 

pH isoelØctrico, es decir de 3.5 a 5.0 

De acuerdo a una modalidad preferida, para 

obtener nanopartIculas cargadas negativamente, el pH es 

ajustado en un intervalo de 5.6 a 6.4, de manera mÆs 

20 preferible de 5.8 a 6.0 para un bajo contenido (inferior a 

0.2 g para 100 g de un polvo de proteina de suero inicial) 

en cationes divalentes. El pH puede incrementarse hasta 8.4 

dependiendo del contenido de minerales de la fuente de 

proteina de suero (concentrada o aislada). En particular, 

25 el pH puede estar entre 7.4 a 8.4, preferiblemente de 7.6 a 
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8.0 para obtezier nariopartIculas cargadas negativarnente en 

presencia de una gran cantidad de minerales libres y el pH 

puede estar entre 6.4 y 7.4, preferiblemente de 6.6 a 7.2 

para obtener nanopartIculas cargadas negativamerite en 

5 presencia de ui-i contenido moderado de minerales libres. El 

pH es ajustado generalmente mediante la adici6n de Æcido, 

el cual es preferiblemente grado alimento, como por 

ejemplo, Æcido clorhidrico, Acido fosfórico, Æcido acØtico, 

Æcido citrico, Æcido glucônico o Acido Thctico. Cuando el 

10 contenido de mineral sea alto, el pH generalmerite es 

ajustado por la adición de solución alcaliria, la cual es 

preferiblemente grado alimento, corno hidróxido de sodio, 

hidróxido de potasio o hidróxido de amonio. 

De acuerdo a otra modalidad preferida, para 

15 obtener nanoparticulas cargadas positivamente, la 

nanoparticulación de las proteIrias de suero se efectüa en 

una solución libre de sal a pH ajustado entre 3.5 y 5.0 

dependiendo del contenido de mineral de la fuerite de 

protelna. 

20 De acuerdo a una modalidad preferida el pH es 

ajustado en un intervalo de 6.3 a 9.0, con un contenido en 

cationes divalentes comprendido entre 0.2% y 2.5% en polvo 

de proteina de suero. 

De acuerdo a otra modalidad, puede ser agregado 

25 un amortiguador a la soluciOn acuosa de protelna de suero 
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para evitar un cambio� sustancial del valor del pH durante 

el tratamiento con calor de la proteina de suero. En 

principio, el amortiguador puede ser seleccionado de 

cualquier sistema amortiguador grado alimento, es decir 

5 Æcido acØtico y sus sales, como por ejemplo, acetato de 

sodio o acetato de potaslo, Acido fosf6rico y las sales del 

mismo, por ejemplo, NaH2PO4, L’Ta2HPO4, KH2PO4, I(2HPO4, o Acido 

citrico y sus sales, etc. 

Las proteinas de suero nanoparticuladas obtenidas 

10 de acuerdo al presente mØtodo tendrÆn un tama?Io con un 

diÆmetro menor de 1 
rim, de manera preferible de 100 a 990 

rim, de manera rn.s preferible de 100 a 700 rim, aunque 

dependiendo de la aplicac–ón deseada la proporción de 

nanoparticulas es de al menos 80% y los agregados solubles 

15 residuales o proteina soluble inferior al 20%. El tamafto de 

nanoparticula promedlo se caracteriza por un Indice de 

polidispersidad inferior a 0.200. En consecuencia, la 

suspension blanca obtenida por la presente invenciOn es 

estable y tiene una apariencia lechosa en un intervalo 

20 amplio de pH 3-8. 

La turbidez medida por absorbancia a 500 nm es de 

al menos 3 unidades de absorbancia para una solución de 

protelna al 1% pero puede alcarizar 16 unidades de 

absorbancia cuando el producto de la narioparticulaciOn sea 

25 superior al 80%. 
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La pureza de la proteina de suero nanoparticulada 

producida de acuerdo al mØtodo de la presente invenciôn 

puede ser obtenida determinando la cant idad de protelnas 

solubles residuales. Las nanoparticulas son elirninadas por 

5 centrifugaci6n a 200C y 26900 g durante 15 mm. El 

sobrenadante es usado para determinar la cantidad de 

proteina en cubetas de cuarzo a 280 nni. Los valores son 

expresados como el porcentaje del valor inicial antes del 

tratamiento con calor. 

10 Proporción de nanoparticulas = (Cantidad de 

protelnas iniciales/cantidad de protelnas solubles)/ 

Cantidad de proteinas iniciales 

Sin desear ser limitados por cualquier teorla 

actualmente se cree que el mØtodo como se describe da como 

15 resultado la formación  de agregados muy pequefios de 

proteinas de suero, as decir agregados que tienen el tamaflo 

indicado y qua estÆn en un estado desnaturalizado 

particular resuitante de un equilibrio electrostÆtico entre 

las fuerzas repulsivas y atractivas presentes en la 

S20 superficie de las protelnas, qua produce las propiedades 

observadas. En particular, puesto que las protelnas de 

suero nanoparticuladas tienen propiedades emulsif icantes y 

espumantes perfectas, el estado desnaturalizado de la 

proteina parece permitir la interacci6n con una fase 

?25 hidrofôbica, por ejernplo una gota de grasa o aire, y una 

am 
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fase hidrofIlica, la solución acuosa. 

De este modo, de acuerdo a otra modalidad, la 

presente invenciôn tanibiØn se relacioria con el USO de 

proteinas de suero nanoparticuladas coma un agente 

5 emulsificante, para Jo cual el material es idealmente 

adecuado, puesto que tierie Un sabor neutro, es decir que no 

es creado sabor par el uso de ese material. Tambin pueden 

ser usados coma sustituto de caselna micelar. 

Las protelnas de suero nanoparticuladas obtenidas 

10 de acuerdo al mtodo de la presente invención pueden ser 

usadas para la preparaci6n de cualquier tipo de producto 

alimenticio que requiera estabilización de una emulsión a 

una espuma, coma par ejemplo la presente en espuma a 

helado, en sustitutos de cretrta para cafe coma, a tambiØn en 

15 productos lÆcteos bajos en grasa a esencialmente libres de 

grasa, a tambiØn donde ericuentre aplicaci6n, coma sustituto 

de caselna micelar. Los ejemplos de productos, donde las 

protelnas de suero nanoparticuladas de la presente pueden 

encot-itrar aplicación sari, de manera ejemplar, leche UHT 

S20 pasteurizada, leche condensada dulce, yogurt, leches 

fermentadas, productos ferrrntados a base de leche, chocolate con 

leche, mousses, espumas, emulsiones, helados, productos 

basados en cereales fermentados, polvos basados en leche, 

formulas para infantes, fortificaciones para la dieta, 

5 al.imentos para mascotas, tabletas, suspensiones bacterianas 

A 
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lIiLdas, suplementos orales secos, supletnentos orales h5mEdos. 

En particular, las proteinas de suero 

nanoparticuladas de la presente puederi ser usadas solas o 

junto con otros materiales activos, como polisacridos (por 

5 ejetnplo, goma acacia o carragenina) para estabilizar 

matrices y POT ejemplo matrices de espuma lechosa. Debido a 

su sabor neutro, poder blanqueador y estabilidad posterior 

al tratamiento con calor, las protelnas de suero 

nanoparticuladas de la presents pueden ser usadas para 

10 incrementar la blancura y sensación en la boca de la leche 

espumada. 

Adern.s de incrementar la potencia blanqueadora de 

los sistemas lÆcteos para el mismo contenido de protelna 

total, al mismo tiempo, el contenido de grasa en una rnatriz 

15 alimenticia puede ser reducido. Esta caracteristica 

representa una ventaja particular de las protelnas de suero 

nanoparticuladas de la presente, puesto que permits agregar 

un sustituto de crema para leche sin agregar grasa 

adiciorial derivada de leche como tal. 

20 En con.secuencia, de acuerdo a otra modalidad de 

la presents invención tambiØn abarca un producto 

alimenticio, un suplemento alimenticio, una composiciôn 

nutritiva y/o farmacutica gus contiene protelnas de suero 

nanoparticuladas como se describe aqul. 
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Los siguientes ejemplos ilustran la presents 

invenci6n sin litnitarse a estos. 

Ej emplos 

La invenci6n se define mejor con referencia a los 

5 siguientes ejemplos que describen con detalle la 

preparación de las nanopartIculas de la presente invenci6n. 

La invenci6n descrita y reclamada aqul no es limitada en el 

alcance por las modalidades espec1fica aqul descritas, 

puesto que esas modalidades pretenden ser ilustraciones de 

10 varios aspectos de la invenci6n. Se pretende que 

cualesquier modalidades equivalerites estn dentro del 

alcance de esta invenci6n. En realidad, las diferentes 

modificaciories de la invenci6n adem.s de aquellas mostradas 

y descritas aqul ser.n evidentes a aquellos expertos en la 

15 tØcnica a partir de la descripci6n anterior. Esas 

modificaciones tarnbiØn pretenden caer dentro del alcance de 

las reivindicaciones anexas. 

Ejemplo 1: Nanoparticuiaciôn de -Lactoglobu1ina 

S 20 La f-lactog1obulina (el lote 3E002-8-922, 13-12-

2000) fue obtenida de Davisco (Le Susur, MN, EUA). La 

protelna fue purificada de suero dulce por ultrafiltración 

y crotnatograf ía de intercarnbio iónico. La composición del 

polvo es de 89.7% de proteIna, 8.85% de humedad, 1.36% de 

5 cenizas (0.079% Ca2, 0.013% Mg2, 0.097% K4, 0.576% Na4, 

16 
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0.050% C1). Todos los otros reactivos usados fueron de 

grado analitico (Merck Darmstadt, Alemariia). La solución de 

proteina fue preparada a una concentración del 0.2% por 

solvataciôn de f3-lactoglobulina en agua MI11IQfi (Miliporo), 

5 y agitando a 20°C durante 2 h. Entonces el pH de las 

alIcuotas se ajustó a 5.0, 5.2, 5.4, 5.6, 5.8, 6.0, 6.2, 

6.4, 6.6, 6.8, 7.0 mediante la adición de HC1. Las 

soluciones fueron ilenadas en frascos de vidrio de 20 ml 

(Agilent Technologies) y selladas con cÆpsulas de aluminio 

10 que contenlan un sello de silic6n/PTFE. Las soluciones 

fueron calentadas a 85°C durante 15 mm (tiempo para 

alcanzar la ternperatura a 2.30-3.00 mm) * JJespuØs del 

tratamiento con calor, las muestras fueron enfriadas en 

agua de hielo a 20°C. 

15 El aspecto visual de los productos (Figura 1) 

indica que el pH 6ptimo de la nanoparticulaci6n es de 5.8. 

Ejemplo 2: Nanoparticulaci6n del ai8lado de 

protena de suero 

20 El aislado de proteina de suero (WPI) (Biproe, 

Batch JE032-1-420) fue obtenido de Davisco (Le Sueur, MN, 

ETJA). La composición del polvo se reporta en la tabla 1. 

La soluci6n de protemna fue preparada al 3.4% de 

proteina par solvataci6n y el polvo de proteina de suero en 

25 agua M111IQfi (Miliporo), y agitando a 20°C durante 2 h. El 
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pH inicial the de 7.2. Entonces el pH de las ailcuotas se 

ajust6 a 5.6, 5.8, 6.0, 6.2, 6.4 y 6.6 mediante la adici6n 

de HC1 a 0.1N. Las soluciones fueron ilenadas en frascos de 

vidrio de 20 ml (Agilent Technologies) y selladas con 

S cpsulas de aluminlo que contenlan un sello de 

silicón/PTFE. Las soluciones fueron calentadas a 85°C 

durante 15 mm (tiempo para alcanzar la temperatura a 2.30-

2.50 
mm). 

DespuØs del tratamiento con calor, las muestras 

fueron enfriadas en agua de hielo a 20°C. 

10 La turbidez de las proteinas de suero calentadas 

ha sido determinada a 500 nm y 25°C, las muestras fueron 

diluidas para permitir la medici6n en el intervalo de 0.1-3 

unidades de Absorción (Espectrofotómetro Tjvikon 810, 

Kontron Instrument). Se calcularon los valores para una 

15 concentración de proteirla inicial del 3.4%. 

Se consider6 que se alcanzó el pH de la 

nanoparticulación despuØs de la estabilidad (variaci6n de 

merios del 5% del valor inicial) de la absorbancia medida a 

500 nm dentro de un intervalo de 10 minutos para la misma 

S20 muestra como es ilustrado por la figura 2. Para este 

producto el pH óptimo para la nanoparticulaci6n the de 6.0 

a 6.2. Para este pH ajustado antes del tratamiento con 

calor la turbidez estable fue de 21 y la proteina soluble 

residual evaluada por absorbancia a 280 nm despuØs de la 

5 centrifugaci6n the del 1.9%. Concluimos que el 45% de las 

-4b 
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proteinas iniciales fueron transformadas en nanopartIculas 

a pH 6.0. 

Tabla 1: Composición de WPI y caracterIsticas de la 

muestra de8pu6s de la nanoparticuIación  
5 

15 

S 20 

Distribuidor Davisco 

Nombre del Producto Bipro 

Nthnero de Lote JE 032-1-420 

Composición (mg/100 g)  

Sodio 650 

Potasio - 44 

Cloruro*10 si <40 10 

Calcio 82 

Fósforo 49 

Magnesio 6 

pH Inicial 7 

pH de la nanoparticulaeión 6.0 

Turbidez (500 nm) para 3.4% de proteIna 

en solución 

21 

Proteina Soluble Residual (%) por 

absorbancia a 280 rim 

1.9 

Ejeznplo 3: Obseraci6u microsc6pica de las. 

ua.uoparticulas 

25 Producci6n de nan2artIcu1as: 
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La soluci6n de proteina fue preparada al 2% de 

proteina par solvatación de polvo de proteIna de suero (WPI 

90 late 989/2 Lactalis, Retier, Francia) en agua MilliQfi 

(Miliporo), y se agitó a 20°C durarite 2 h. Entonces se 

5 ajustaron los pH de las alicuotas usando HC1 0.1N o NaOH 

0.1 N. Las soluciories fueron lienadas en frascos de vidrio 

de 20 ml (Agilent Technologies). y selladas con cÆpsulas de 

aluminlo que contenlan un sello de silic6n/PTFE. Las 

soluciones fueron caleritadas a 85°C durante 15 min (tiempo 

10 para alcanzar la temperatura a 2.30-2.50 mm). DespuØs del 

tratamiento con calor, las muestras fueron enfriadas en 

agua de hielo a 20°C. Para este producto el p1-I 6ptimo para 

la nanoparticulación fue de 7.4. 

15 Observaciones microscóp–cas: 

Se encapsularon muestras nanoparticuladas 

liquidas en tubos de gel de agar. La fijación se efectuó 

par inmers–6n en una solución de glutaraldehIdo de 2.5% en 

amortiguador de cacodilato 0.1 M, pH 7.4 y fijaciôn 

S20 posterior con tetrôxido de Osmio al 2% en el mismo 

amortiguador, arnbas soluciories contenuan rojo de Rutenio al 

0.04%. DespuØs de la deshidratac–6n en una serie de etanol 

graduado (etanol al 70, 80, 90, 96, 100%), las muestras 

fueron uncluidas en resina de Spurr (Spurr/etanol 1:1, 2:1, 

25 100%). DespuØs de la polimerización de la resuna (70°C, 48 

me 
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horas) se cortaron secciones semidelgadas y ultradelgadas 

con un ultramicrotomo Leica ultracut UCT. Las secciones 

ultradelgadas, teflidas con acetato de uranilo acuoso y 

citrato de plomo, fueron examinadas en un microscopio 

5 electrónico de tranismisióri (Philips CM12, 80 kV). 

La micrograf ía de  TEM Se presentó en la figura 3. 

Las nanoparticulas obtenidas presentan una forma esfØrica 

con un diÆmetro de 200 mm. 

10 ]Distribuciôn de tamafo de particula 

Las distribuciones de tamaflo basadas en la 

intensidad de las nanoparticulas fueron medidas Para 

nanop-articulas obtenidas por tratamiento con calor de una 

dispersion de J3-lactoglobulina a it en peso durante 15 mm 

15 a 85°C a pH 4.25 (cargada positivatnente con un potencial 

zeta de aproximadainenite +25mV) y a pH 6.0 (cargada negat ivamente 

con un potencial zeta de aproximadamente -30mV). El 

diârnetro hidrodinÆmico prornediado en Z de las particulas 

fue de 229.3 mm a pH 4.25 y 227.2 a pH 6.0. Las 

20 agregaciones de 3-LG y proteina de suero fueron seguidas 

usando difracci6n de luz dinmica. Se uso un aparato 

Nanosizer ZS (Malvern Instruments, RU) equipado con un 

laser que emitia a 633 mm y con una potencia de 4.0 mW. El 

instrumento fue usado en la configuraciOn de 

25 retrodifracciOn, donde la detecci6n Se efectu6 en un Ængulo 
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de difracci6n de 1730. Esto permite una reducci6ri 

considerable de las se.ales de difracci6n multiples en 

muestras turbias. Las muestras fueron colocadas en una 

celda de cuarzo cuadrada (Heilma, longitud de paso ôptico 

5 de 1 cm). La longitud de paso óptico del haz de luz fue 

fijada automÆticamente por el aparato, dependiendo de la 

turbidez (atenuaciôn) de la muestra. Se calculo la funci6n 

de autocorrelaci6n de la fluctuación de la intensidad 

difractada. Los resultados se presentan en la figura 6. 

10 Estos muestran que la particula promedio se caracteriza por 

un Indice de polidispersidad muy estrecho (<0.200). En 

consecuencia, la suspension blanca obtenida por la presente 

invenciOzi es estable y.tiene una apariencia lechosa en un 

intervalo arnplio de pH 3-8. 

15 

Ejemplo 4: Nanoparticulacióu de 3-1actog1obu1ina 

a pH constante 

Se repitiO el mØtodo descrito en el ejemplo 1 con 

la condiciOn de usar una soluciOn acuosa de 3-

20 lactoglobulina al 2%. El pH de esta soluciOn habla sido 

ajustado a 7.0 despuØs de la adiciOn de soluciones de 

Arginina HC1 para obtener una concentraciOn de sal final en 

el intervalo de 5 a 200 mM y una concentraci6n de 3-

lactoglobulina final de 1%. Despus se lievO a cabo el 

25 tratamiento con calor (a 80°C, 10 mm, aproximadamente 2 

0 
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min de calentamiento) para producir nanoparticulas. 

Los resultados se muestran en la Figura 4 e 

indican claramente gue ilnicamente en el intervalo de fuerza 

iónica de aproximadamente 50 a 70 triM se habla observado una 

5 turbidez sustancial, indicando la presencia de proteinas de 

suero nanoparticuladas. 

Ejemp:Lo 5: Preparación de un agents blanqueador 

Las proteinas de suero nativas (WPI 95 lote 848, 

10 Lactalis; solución acuosa al 8% en peso) fueron tratadas de 

acuerdo al ejemplo 2. La claridad de producto resultante 

(L) the medida en el modo de transreflectancia usando un 

aparato MacBeth CE-XTH D65 100 SCE equipado con una celda 

de medición de 2 mm. La claridad resultante fue L =74.8, 

15 que pudo ser comparado con el valor de L =74.5 para la 

leche entera. 

Eemp10 6: Preparación de un sustituto de crema 

para cafØ 

20 Las proteinas de suero nativas (Biprofi lote JE 

032-1-420, solución acuosa al 0.5% en peso) fueron 

mezcladas a 50°C con aceite de palma parcialmente 

hidrogenado al 10% en peso, maltodextrina al 14% en peso (DE 

21) y en presencia de amortiguador de fosfato-citrato 50 triM 

25 ajustado al pH de nanoparticulaci6n de 6.0 para este 
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Biprofi. La rnezcla fue homogeneizada bajo 400/50 bares 

usando un homogenizador de Rannie y posteriormente se tratô 

con calor durante 15 minutos a 85°C. 

La emulsion obtenida mostrO una alta estabilidad 

5 durante un periodo de tiernpo de al menos 1 mes a las 

condiciones de almacenamiento a 4°C y da una blancura de L 

= 78 en comparaci6n con un sustituto de crema lIquido de 

ref erencia (CrØme a CafØ, Ernmi, Suiza) que tiene un 

contenido de grasa de 15% y una claridad de L = 75.9. 

10 

Ejemplo 7: Preparacióu de una espurna acuosa 

La f3-lactoglobulina nativa (Biopure, Davisco, 

lote JE 002-8-922, soluciOn acuosa al 2% en peso) fue 

mezclada con soluciOn de Arginina HC1 120 mM de mode que la 

15 ccncentracicn final de f3-lactoglobulina fue del 1% en peso 

y la de Arginina HC1 60 mM. El pH the entonces ajustado a 

7.0 mediante la adiciOn de HC1 iN. La mezcla fue entonces 

tratada con calor a 80°C durante 10 minutes, de mode que el 

90% de la 3-1actogiobulina inicial fue convertido en 

20 nanoparticulas que tenian un dimetro promediado en z de 

130 nm. En este case, el diÆmetro de las nanopartIculas fue 

determinado usando un aparato Nanosizer ZS (Malvern 

Instruments, RU). La muestra fue vertida en una cubeta de 

cuarzo y las variaciories de la luz difractada se 

25 registraron automÆticamente. La funciOn de autocorrelaci6n 

6i. 



obtenida fue ajustada usando el mtodo de acumulantes, de 

modo que el coeficiente de difusión de las partculas 

pudiera ser calculado y posteriormente el diÆmetro 

hidrodinAmico promedio en z usando la ley de Stokes -

5 Einstein. Para esta medici6n, el indice de refracc–ón del 

solvente se tom6 como 1.33 y el de las nanoparticulas de 

1.45. Entorices se espum6 Un volumen de 50 ml de la 

dispersión resultante de nanoparticulas de J3-lactoglobulina 

por aspersión de nitrógeno a travØs de una frita de vidrio 

10 que generaba burbujas de 12-16 im Para producir un volumen 

de espuma de 180 cm3 usando el aparato Foamscan 

(ITConcept) estaridarizado. La estabilidad del volumen de 

espuma fue entonces seguida en el tiernpo a 26°C usando el 

anÆlisis de imgenes y comparando la estabilidad de la 

15 espuma obtenida con 3-lactoglobulina obterüda en las mismas 

Me 

condiciones, Pero sin la Arginina HC1, donde no se formaron 

rianopartIculas. La Figura 5 muestra que la estabilidad del 

volumen de la espuma mejoró en gran medida por la presencia 

de nanopartIculas de -lactoglobulina. 

Ejemp:Lo 8: Productos ].cteos fermentados a base de suero - 

ensayos de fexmentac16n 

Material 

El aislado de protelna de suero (WPI) (Biprofi) 

25 fue obtenido de Davisco (Le Sueur, MN, EUA) (concentración 



1)0 

de protelna del 92.7%).. 

Filtrado de suero secado por roclo (Variolac 

836): Concentraci6n de lactosa: 83% - Minerales: 8% 

Acido LÆctico 50% 

5 LactOsa comestible (Lactali8) 

Agua desionizada 

Mtodo 

El polvo Biprofi fue disuelto en agua desionizada 

10 para tener una concentraci6n de proteiria del 4.0, es decir 

para 3 litros de solución 154.5 g de polvo WPI y 2845.5 g 

de agua. El tiempo de hidrataciôn fue de 3 horas. DespuØs 

de la hidratación, esta solución habla sido dividida en 

muestras de 200 ml para preparar los diferentes ensayos: 

� 20 

25 

Ensayo Filtrado 

de suero 

(%) 

Lactosa (%) Ajuste 

del pH 

 

calentamiexito 

a 85°C!  

 15 mm 

1 2.9 2.5 6.5 + 

2 0 5 .6 + 

0 5 6.7 - 

4 0 5 6.7 + 

5 0 5 . 6.1 + 

6 0 . 0 6 + 
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Ensayo Filtrado Lac.tosa (%) Ajuste Calentamiento 

de suero del pH a 85°C!  

(%)   15 min 

7 0 5 (aregada despus 6 - 

del ajuste del pH)  

8 0 5 (agregada despuØs 6 + 

del ajuste del pH)  

Tabla 2 

10 Para cada solución, se habla agregado 6cido lctico al 

50% para ajustar el pH antes de calentar. Las rnuestras 

fueron calentadas con la caldera doble a 85°C y manteniendo 

a esta temperatura durante 15 minutos. DespuØs del 

ealentamiento, las soluciones fueron enfriadas a 40°C e 

15 unoculadas con Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus 

thermophilus. Las muestras permanecieron 5h30 en una cmara 

de vapor a 41°C antes de ser colocadas en una crnsra frIa a 6°C. 

Los resultados 8e presentan en la Tabla 3. 

20 

25 

�RasqW  Piltxadc 

de suero. 

Lactosa pH C1entamiento pH dus 

de 5b30 

Aspecto 

+ + 6.5 + 4.68 Muy firm 

2 - + 6 + 4.7 Virm 

3 - + - 6.7 - 5.78 Llquido 

4 - + 6.7 + 4.81 may firm 
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61 

Ti 

10 

uayo Filtrado Lactosa pH Calentamiento pH despuØs Aspecto 

de sueio de 5b30 

5 - + 6.1 + 4.59 MU7 fin- 

6 - - 6 + 4.99  Muy fixT 

7 - - agregar 6 - 4.87 L1ido cczi 

despuØs del tteado 

ajuste del pH b1 anco 

8 - - agregar 6 + 4.77 Firire 

despus del 

ajuste del pH  

4 Ejemplo 9: Helado reforzado con proteina de suero 

con contenido reducido de grasa. 

Material 

Aislado de proteina de suero (WPI, Prolacta908 de 

15 Lactalis, RØtiers, Francia) con un contenido de proteina de 

90% 

Polvo de leche espumada con un contenido de 

protelna del 35% 

Sucrosa 

20 Maltodextrinas DE39 

Grasa de leche anhidra 

Emulsificante 

Agua desionizada 

Acido clorhIdrico 1M comestible 

25 
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MØtodo 

Usando un taxique de doble camisa de 80 L, se 

dispers6 el polvo Prolacta900 a 50°C en agua desionizada a 

una concentraci6n de protemna de 9.67% en peso bajo 

5 agitación suave para evitar la formación de espuma, es 

decir que se dispersaron 3.3 kg de Prolacta900 en 31.05 kg 

de agua desionizada. DespuØs de 1 hora de dispersion, el pH 

de la dispersion fue ajustado al pH de nanoparticulación 

rnediante la adición de HC1. La temperatura de la dispersión 

10 se elevô a 85°C y se mantuvo durante 15 miriutos para 

generar las narioparticulas de proteina de suero. DespuØs de 

15 ruinutos, la temperatura se hizo disminuir a 50°C y se 

agregaron secuencialmente los ingredientes adicionales a la 

dispersión de nanoparticulas (es decir, polvo de leche 

15 espumada, maltodextrinas DE39, sucrosa, ernulsificante y 

grasa de leche anhidra). La cantidad final de mezcla fue de 

50 kg con un contenido total de s6lidos del 39.5% y un 

contenido de grasa del 5%. Despus de 30 rninutos de 

hidrataci6n, la mezcla fue homogenizada en dos pasos (80/20 

20 bares) y se pasteurizó (86°C/30s) antes de envejecer 

dürante la noche. 

El dIa despuØs, la mezcla de helado fue congelada 

hasta un 100% usando un aparato Hoyer MFSO y se endureció a 

-40°C antes de alniacenar a -20°C. El helado final contenia 

25 8% en peso de protelnas (20% de caseInas, 80% de protelnas 

11 
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de suero) y 5% en peso de grasa sobre la base de la mezcla 

de helado 

Eemp10 10: Nanopartcu1as de proteina de suero 

5 pulverizada obtenidas por secado por roclo. 

Material 

Aislado de proteina de suero (WPI, Prolacta90fi de 

Lactalis, RØtiers, Francia) con un contenido de proteina 

10 del 90% 

Lactosa comestible 

Maltodextrinas DE39 

Agua desionizada 

Acido clorhidrico comestible 1M 

15 

MØtodo 

Tjsando un tanque de doble camisa de 100 L, el 

polvo Prolacta906 tue dispersado a 50°C en agua desionizada 

a una concentraci6n de proteina del 10% peso bajo agitación 

20 suave para evitar la formaci6n de espuma, es decir que se 

dispersaron 11 kg de Prolacta906 en 89 kg de agua 

desionizada. DespuØs de 1 hora de dispersi6n, el pH de la 

dispersiOn tue ajustado al pH de nanoparticulaciOn 

(airededor de 6.3 en ese caso) mediante la adici6n de HC1. 

25 La temperatura de la dispersiOn tue elevada a 85°C y se 
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mantuvo durante 15 minutos para generar las nanoparticulas 

de proteina de suero. DespuØs de 15 minutos, la temperatura 

se hizo disminuir a 50°C y la dispersion de nanoparticulas 

de protelna de suero al 10% en peso fue dividida en 2 lotes 

5 de 50 kg. En un primer ensayo, se dispersaron 20 kg de 

lactosa en 50 kg de dispersi6n de nanoparticulas a 50°C y 

se ag–tO durante 30 mm. ]De manera similar, se agregaron 20 kg 

de maltodextrinas DE39 a los 50 kg restantes de dispersi6n 

de nanopartIculas de protelna de suero. 

10 Las dos mezclas fuerori entonces secadas por roclo 

en una torre NIRO SD6.3N a una velocidad de flujo de 15 

L/h. La temperatura de entrada del aire fue de 140°C y la 

temperatura de salida del aire fue de 80°C. El contenido de 

agua de los polvos obtenidos fue de menos de 5%. 

15 El tamao de las nanoparticulas de protelna de 

suero fue determinado en presencia de lactosa y 

maltodextrina (DE39) en agua usando difracci6n de luz 

dinÆmica antes y despuØs del secado por roclo. La 

concentraciOn total de proteina se fijO en 0.4% en peso por 

20 diluciOn de la dispersi6n antes del secado por roclo o 

reconstituciOn del polvo para que estuviera en el regimen 

diluido de viscosidad para las nanoparticulas de proteIna 

de suero. Se usO un aparato Nanosizer ZS (Malvern 

Instruments) y el diÆmetro de nanoparticula fue promediado 

25 de 20 mediciones. 

I 



El diÆmetro de particula determinado para 

nanoparticulas de proteina de suero en presencia de iactosa 

y maltodextrinas (DE39) fue de 310.4 nm y 306.6, 

respectivarnerite. ]DespuØs de la reconstituci6n de los 

5 polvos, se encontró que los diÆrnetros respectivos eran de 

265.3 nm y 268.5, respectivamente. Esas mediciones 

confirman que las nanoparticulas de proteina de suero 

fueron fisicamen.te estables con respecto al secado por 

rocIo. Los resultados fueron corroborados por observaciones 

10 de microscopia TEM de dispersiones de nanoparticulas de 

proteina de suero al 0.1% en peso en agua usando tinci6n 

negativa en presencia de Acid.o fosfotüngstico al 1% pH 7. 

Se usó un microscop–o electrtnico de transmisión Philips 

CM12 operando a 80 kV. Las nanoparticulas de proteinas de 

15 suero fueron observadas en solución antes del secado por 

roclo y despuØs de la reconstitución del polvo secado por 

roclo. No pudo ser detectada diferencia de morfologla y 

estructura. 

42-
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REIVINDICACTONES 

1. Un mØtodo para la producción de proteina de 

suero nanoparticulada que comprende el paso de: I) ajustar 

el pH a un intervalo estrecho rnuy preciso de una solución 

5 acuosa de protelna de suero, o ajustar la fuerza i6nica de 

la preparación de protelna de suero manteniendo a la vez el 

pH constante, y ii) someter la solución acuosa a una 

temperatura de entre 800 a 95°C duranite un periodo de 

tiempo de 10 segundos a 30 minutos, para obtener una 

10 dispersion liquida de protelna de suero nanoparticulada 

esfØrica que tiene un tamaflo de partIcula de menos de 1 J.tm. 

2. El mØtodo segün la reivindicaci6n 1, que 

induce la nianioparticulaci6n espontnea de protelnias de 

suero durante el tratamiento con calor en ausenicia de 

15 corte, en el cual la proporción de nanopartIculas en la 

dispersi6n del liquido es de al menos 20% y los agregados 

solubles o las proteinas solubles residuale.s inferior al 

80%. 

3. El mØtodo segün la re–vindicación 1 6 2, en el 

20 cual el tarnaflo de nanoparticula promedio se caracteriza por 

un Indice de polidispersidad inferior a 0.200. 

4. El mØtodo segün la reivindicaci6n 1, donde el 

periodo de tiempo es de 15 minutos y la temperatura de 

85°C. 

25 S. El mØtodo segtin una. de las reivindicaciones 1 
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a 4, donde: 

- el pH es de 5.6 a 6.4, de manera preferible de 

5.8 a 6.0 para obtener nanoparticulas cargadas 

negativamente c’. 

5 - el pH es de 7.5 a 8.4, preferiblemente de 7.6 a 

8.0 para obtener nanoparticulas cargadas negativamente en 

presencia de una gran cantidad de minerales libres o. 

- el pH es de 6.4 a 7.4, preferiblernente de 6.6 a 

7.2 para obtener nanoparticulas cargadas negativamente en 

10 presencia de un contenido moclerado de minerales libres. 

6. El mØtodo segün una de las reivindicaciones 1 

a 4, donde el pH es de 3.5 a 5.0, para obtener 

nanoparticulas cargadas positivarnente. 

7. El mØtodo segn una de las reivindicaciones 1 

15 a 6, en el cual la dispersiôn de nanoparticulas es sornetida 

a secado. 

8. El mØtodo segn cualquiera de las 

reivindicaciones precedentes, donde la solución acuosa de 

proteIna de suero estÆ esezicialmente libre de sal o donde 

20 la fuerza iônzica ha sido ajustada por jones orgÆnicos o 

inorgÆnicos de tal manera que permita la nanoparticulación 

a pH constarite. 

9. El mØtodo segiin cualquiera de las 

reivindicaciones precedentes, donde las protelnas de suero 

25 est.n presentes en la soluciOn acuosa en una cantidad de 

i? 
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0.1% en peso a 12% en peso, de manera preferible de 0.1% en 

peso a 8% en peso, de manera ms preferible de 0.2% en peso 

a 7% en peso, de manera m.s preferible de 1% en peso a 4% 

en peso, sobre la base del peso total de la soluci6n. 

5 10. El mØtodo seg3.n cualquiera de las 

reivindicaciones precodentes, en el cual el suero es 

reemplazado por cualquier otra protelna globular 

desmineralizada o ligeramente mineralizada, en particular 

de huevo, soya, cereales, semillas oleosas, o de otros 

10 vegetales u origen animal. 

11. Proteina de suero nanoparticulada obtenible 

por un mØtodo segün cualquiera de las reivindicaciones 1 a 

10, que tiene una Eficiencia Proteica de al menos 118. 

12. Proteina nanoparticulada obtenible por un 

15 mØtodo segün cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que 

tiene una Relación de.Eficiencia Proteica de al menos 100. 

13. Producto aiimenticio, suplemento alimenticio, 

composición nutritiva y/o farmacØutica que contiene una 

protelna de suero nanoparticulada seglin cualquiera de las 

20 reivindicaciones 11 y 12. 

14. Una composición següri la re–vindicaci6n 13, 

la cu1 es sustituto de crema .para cafØ, yogurt, leches 

fermeritadas, productos fermentados basados en leche, 

mousses, helados, polvos basados en 1ece, fórmulas para. 

25 infantes, fortificaciones dietØticas, alimento Para 



maBcotas o tabletas, suplemento oral seco, supletnento oral 

hümedo. 
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DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES 

PÆgina No. 6 

CasHla No. VIII (iv) DECLARACION: INVENTOR (ünicamente para la 

designación de los Estados Unidos de America) 

La declaraciÆn debe ajustarse a ía siguiente redacción estandarizada suministrada 

en Ia SocciOn 214; ver las Notas a las Cash/as Nos. VIII, VI1I(1) a (v) (en general) y 

. las Notas especfficas a Ia Casilla No. VIII (iv). Si esta Cash/a no se usa, esta hoja 

no debe incluirse en Ia solicitud. 

Declaraciôn de inventor (Reglas 4.1 7(iv) y 51 bis. I (a)(iv)) 

para la designaciôn do los Estados Unidos do America: 

Por el presentedeclaro que creb ser el inventor original, primero y ünico (si sOlo se 

menciona un nombre mÆs adelante), o conjunto (si se menciona mÆs do un 

inventor mÆs adelante), do la materia objeto que se reivindica y para la cual so 

busca una patente. 

Esta declaraciOn estª dirigida a la solicitud internacional do la cual forma parte (si 

so presenta una declaración con la solicitud.) 



Esta declaración est6 dirigida a la solicitud internacional No. PCT/ 

...(Si se presenta una declaraciOn segün la Regla 26ter). 

Par el presente declaro que ml residencia, direcciOn postal y ciudadania son como 

se expresa junto a mi nombre. 

Por el presente declaro que he revisado y entiendo los contenidos de la solicitud 

internacional identificada a continuaciOn, incluyendo las reivindicaclones de dicha 

solicitud. He identificado en Ia solicitud de dicha solicitud, en cumplimiento con la 

Regla 4.10 PCT, cualquier reivindicación de prioridad extranjera, y he identificado 

a continuaciOn, bajo el encabezamiento "Solicitudes Anteriores", por nUmero de 

solicitud, pals o MiembrO do la Organizacion Mundial del Comercio, dia, mes y 

aæo de presentación, cualquier solicitud do patents o certificado de inventor 

presentado en un pals diferente a los. Estados Unidos de America, incluyendo 

cualquier solicitud internacional del POT designando al menos a un pals diferente 

a los Estados Unidos do America, que tiene una fecha de presentación anterior a 

la de Ia solicitud sobre la cual Se reivindica prioridad extranjera. 

� Solicitudes Anteriores: EP 04023174.8 - 29.09.2004 
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Por el presente reconozco el deber de revelar informaciOn que s6 que es 

importante para patentabilidad segün se define en 37 C.F.R. §1.56, inc(uyendo 

solicitudes para solicitudes de continuación en parte, información importante que 

se hizo disponible entre la fecha de presentación de (a solicitud anterior y (a fecha 

de presentación internacional del PCT de la solicitud de continuaciôn en parte. 

Mediante el presente declaro que todas las declaraciones hechas en el presente 

de ml propio conocimiento son verdaderas y que todas (as declaraciones hechas 

sobre información y creencia se cree que son verdaderas; y ademÆs que estas 

declaraciones fueron dadas con el conocimiento de que (as declaraciones 

intencionalmente fraudulentas y semejantes son castigables con multa o prisión, o 

ambos, bajo la SecciOn 1001 del Titulo 18 del COdigo de los Estados Unidos y que 

dichas declaraciones intencionalmente fraudulentas pueden perjudicar (a validez 

de la solicitud o cualquier patente que se expida sobre ella. 

Nombre: BOVETTO Lionel 

Residencia: Larringes, Francia 

(ciudad y estado de los EU, si aplica, o pa(s) 

Dirección de correo: 220 B Route des Tattes, St Thomas, 74500 Larringes, 

Francis 

Ciudadania: Francesa 
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Firma del Inventor: (ilegible) Fecha: 28 / 09 / 2005 

Si no estÆ contenido en ía solicitud, a si (de ía firma que no estØ contenida en ía 

la declaraciOn es corregida o agregada solicitud, o de la declaraciOn que es 

bajo (a Regla 26ter despuØs de corregida a agregada bajo ía Regla 

presentar la solicitud internacional. La 26ter despuØs de presentar la solicitud 

firma debe.ser (a del inventor, no (a del internacional) 

agente) 

Nombre: SCHMITT Christophe JE 

Residencia: Belmont s/Lausana, Suiza 

(ciudad y estado de los EU, si aplica, a pals) 

Dirección de correo: Route d’Arnier 16, 1092 Belmont s/Lausanne, Suiza 

Ciudadania: Francesa 

Firma del Inventor ............................Fecha: 28 I 09 I 2005 

si no estÆ contenido en la solicitud, 0 si (de (a firma quo no esth contenida en (a 

Ia declaración es corregida o agregada solicitud, o do la declaraciOn que es 

bajo la Regla 26ter despuØs de corregida a agregada bajo la Regla 

presentar (a solicitud internacional. La 26ter despuØs de presentar la solicitud 

firma debe ser la del inventor, no la del internacional) 

agente) 
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Esta declaración continua en la pÆgina siguiente, "ContinuaciOn de la Casilla 

No. VIU(iii)". 

41. 
5 

IIi 


