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Résumé

Le lactosérum est une ressource disponible en trés grande quantité et ses protéines
présentent des avantages nutritifs, technologiques et commerciaux indéniables. Une
nouvelle technologie de fermentation fut développée afin d’exploiter les pleins potentiels
de cette ressource. Cette plate-forme technologique permet de produire une nouvelle
gamme d’actifs biologiques aux applications trés variées, sous la forme de matrices

protéiques malléables (MPM).

Les MPM sont composés d’environ 80% d’eau, 8% de protéines, 6% de minéraux
(dont 1,8 % de calcium), 5 % de glucides, 1% de gras et 6X10'! bactéries par 100g. Ces
matrices permettent d’allier des fonctions technologiques (épaississantes, émulsifiantes et
texturisantes), aux fonctions nutritives et santés. Elles permettent la formulation de
produits légers (yogourt, mayonnaise, beurre) et de produits santé (modulation
immunitaire et amélioration du bilan lipidique). Un brevet, en dépbt international, est
aussi présenté pour la protection du procédé de production, du produit (MPM) et des

applications de cette nouvelle technologie.

De nouvelles souches bactériennes furent isolées de grains de kéfir pour le
développement de cette technologie. Ces souches appartiennent a 1’espéce Lactobacillus
kefiranofaciens. Parmi celle-ci, la souche R2C2 représente la souche la plus robuste
Jamais décrite de cette espéce et la souche INIX est surproductrice d’exopolysaccharide.
Quatre nouvelles souches de cette espéce furent décrites et comparées aux données
actuelles de la littérature. L’appartenance aux sous-espéces kefiranofaciens et
kefirgranum est discutée, des amorces d’ ADN spécifiques 4 1’espéce furent développées a
partir du géne de I’ARN ribosomiale 16S et I’appartenance de cette espéce au grand
groupe des acidophilus souligne son caractére probiotique qui fut démontré in-vitro et in-
vivo. Un brevet, en dépdt international, est aussi présenté pour la protection des aspects

probiotiques de ces souches.
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Outre les composantes et les applications de cette technologie, un axe exploratoire
de production d’enzymes naturelles des streptomycétes fut aussi développé dans le but
éventuel d’utiliser ces enzymes pour la production de nouveaux MPM. Les travaux
réalisés ont mené 2 la purification et 4 la caractérisation sommaire d’une nouvelle enzyme
(SLP25). Ces travaux ont aussi démontré que la forte relation entre I’activité des
protéases et ’adaptation écologique des organismes en fait un groupe d’un grand intérét
pour I’appréciation des processus évolutifs. L’analyse phylogénétique de cette nouvelle
enzyme a permis de proposer la formation d’une sous-famille et de démontrer que SLP25

est en fait un exemple d’échange latéral d’un géne d’un procaryote 4 un eucaryote.

L’avenir de cette nouvelle technologie de valorisation du lactosérum et de ses
produits est discuté en conclusion. Un article, deux manuscrits déposés, ainsi que deux
brevets, sont présenté dans la section « Autres contributions ». Un premier manuscrit
présente les effets anti-inflammatoires de L. kefiranofaciens. Un article de revue introduit
la notion de « Lactoceutique » comme produit d’alimentation fonctionnelle ou
nutraceutique d’origine laitier et un autre manuscrit présente les résultats de I’utilisation
des MPM comme application cosméceutique. Les deux brevets portent sur [’utilisation
des EPS de L. kefiranofaciens pour la formulation de médicament; un décrit son
utilisation pour la formulation en générale et un autre décrit une application particuliére
pour le traitement du cancer. L’invention permet de solubiliser et d’améliorer ’effet de

certains médicaments soit par synergie ou par augmentation de 1’absorption.

Bonne lecture

Eric Simard
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Avant-propos

Ces travaux prennent origine d’un passage direct de la maitrise en ressource
renouvelable de I’Université du Québec a Chicoutimi. Afin de permettre de bien
comprendre la démarche poursuivie, une bréve explication des travaux effectués durant la
maitrise sera fournie et le projet sera présenté en continuité avec I’ensemble des activités
de recherches reliées. Le projet de maitrise portait sur le développement d’une nouvelle
technologie de valorisation du lactosérum. Il visait & démontrer qu’il est possible de
récupérer les protéines du lactosérum, suite 4 une fermentation avec une culture mixte de
levures et de bactéries lactiques, en ajustant le pH et en récupérant les agglomérats
produits par centrifugation. L’ensemble des recherches et activités reliées au projet
« Lactosérum » avec la Fromagerie Boivin, émané d’une démarche entiérement originale.
Le programme de recherche développé de 1995 a 1999 portait sur I’utilisation des grains
de kéfir pour permettre la récupération des protéines solubles du lactosérum (maftrise
année 1998-1999). L’élaboration du projet de recherche, la recherche de subvention et de
financement, la réalisation d’une importante revue de littérature, la coordination des
chercheurs et du personnel impliqué ainsi que la réalisation des expérimentations furent

toutes des taches réalisées par I’étudiant avant et durant ’année a la maitrise.

La culture des grains de kéfir en lactosérum demande une adaptation particuliére
pour que celle-ci soit productive (augmentation de la masse des grains). Les grains de
kéfir constituent un microhabitat complexe structuré principalement par un
exopolysaccharide bactérien, le kéfiran. Les grains sont de taille variable, d’environ 1
millimétre & 1 centimétre, et ressemblent a I’extrémité d’un chou-fleur. Une microflore
s’y distribue de fagon non uniforme selon la taille des grains et la préférence des
microorganismes pour la disponibilité de I’oxygéne. Les interactions entre les différentes
populations microbiennes sont nombreuses allant de la protection de leur habitat par la
production d’agents antimicrobiens, & la production de facteurs de croissance bénéfiques

' adifférentes populations.
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Les travaux réalisés ont porté sur la fermentation du lactosérum par des grains de
kéfir sur des périodes de 48 heures 4 des volumes de 250 ml 4 200 L. Ces travaux ont
permis de stabiliser les proportions des différentes populations bactériennes de facon a
obtenir une croissance des grains constante et appropriée 4 la récupération des protéines
du lactosérum. Plus la croissance des grains est rapide, plus la proportion des protéines
récupérées est importante. La croissance des grains est fortement dépendante de la

proportion des populations de levures et de bactéries lactiques.

Les conditions développées (secret industriel) permettaient la récupération de 50%
des protéines du lactosérum avec une augmentation de 50% de la masse des grains de
kéfir a toutes les 48 heures. Toutefois, cette période de fermentation demeure trop longue
pour une application industrielle de récupération des protéines. De plus, les
caractéristiques du produit obtenu ne sont pas suffisamment constantes dues aux
variations des proportions des populations de bactéries et de levures du consortium
utilisé. La conservation du produit est aussi problématique du a la production de CO; par
les levures et les bactéries hétérofermentaires. Cette premiére version de la technologie
demeure intéressante pour la production et la purification de kéfiran a grande échelle et a

faible cofit.

Une nouvelle version de la technologie a permis de diminuer les temps de
fermentation et d’améliorer la constance et la conservation du produit. L’hypothése
élaborée pour y arriver fut que «les microorganismes responsables de la bonne
récupération des protéines peuvent &tre isolés du consortium et utilisés de fagon
séparée ». Etant donné la corrélation positive entre la croissance des grains et la
récupération des protéines, une attention particuliere fut portée aux bactéries
principalement responsables de la croissance des grains : Lactobacillus kefiranofaciens.
Quatre souches furent isolées des grains en croissance. Il s’avére que 1’utilisation de cette
seule espece permet de régler les problémes précédents. Les travaux présentés dans cette

thése constituent la suite de ces développements.
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On génére toujours plus de
questions que de réponses.
La qualité d’un grand
chercheur réside a la fois
dans sa capacité a percevoir
les questions et dans sa
capacité a orienter les
développements permettant

des avancés pertinentes.
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Revue de littérature

Chapitre 1 : le lactosérum

Le lactosérum provient de la fabrication du fromage. Pour chaque kilogramme de
fromage fabriqué a partir de 10 litres de lait, 9 litres de lactosérum sont produits. Ce
lactosérum contient de 6 & 7 % de solides totaux, composés a 70 % de lactose (environ
cinquante grammes par litre) et 12 % de protéines solubles du lait qui n’ont pas précipitées
durant la fabrication du fromage (Meyrath et al., 1979) (tableau 1 et 2). La figure 1 présente
les utilisations et volumes mondiaux de lactosérum produit et le tableau 3 présente la

production annuelle des 10 principaux producteurs de lactosérum.

1.1 Caractéristiques des différents lactosérums

Les caractéristiques du lactosérum dépendent du type de fromage produit. La
concentration en lactose et en protéines de ces lactosérums demeure sensiblement uniforme.
La concentration des caséines résiduelles (les fines), des globules de gras et de certains
minéraux (principalement les ions calcium, citrate, phosphate et magnésium) varient en
fonction des variables de production (Morr et Ha, 1993). La majorité du lactosérum produit
au Québec est un lactosérum de cheddar doux. Les tableaux 1 et 2 présentent la composition

caractéristique de différents lactosérums.

Les sous-produits de transformation du lactosérum, a partir de [’utilisation des
membranes d’ultrafiltration, sont nommés perméats. Ils contiennent une certaine quantité des
différentes constituantes du lactosérum, sans les globules de gras et sans les molécules
protéiques de haut poids moléculaire ou agrégées, en quantité variable selon la porosité de la

membrane utilisée et 1’origine du lactosérum (Pearce, 1992).



Tableau 1 : Composition de différents lactosérums doux.

Lactosérums doux

Constituants Emmental Edam/St-Paulin Camembert Cheddar
Liquide
Solides (%) 6.5 5.0 6.5 6.1-6.6
pH 6.7 6.5 6.1 6.1
Solides (%)
Lactose 76 75 75 74 - 81
Protéines 13.5 13.5 13.0 12.8—15.2
Cendre 8.0 8.5 9.0 7.6-9.2
Acide lactique 1.8 2.0 2.2 2.0
Gras 1.0 1.0 1.0 1.0
Minéraux :
Calcium 0.6 0.65 0.7 0,61 -0.78
Phosphore 0.6 0.65 0.7 0.76
Chlorure de sodium 2.5 2.5 2.5 2.5
Adapté de Pearce, 1992.
Tableau 2 : Composition de différents lactosérums acides.
Lactosérums acides
Constituants D’acide D’acide D’acide Présure
lactique chlorhydrique sulfurique
Liquide
Solides (%) 6.0 5.8-6.1 6.0-6.3 6.4-6.7
pH 4.0 4.6 4.6 6.6
Solides (%)
Lactose 65.5 70 - 76 68 - 74 75 - 80
Protéines 12 9.9-12.8 9.9-11.7 13.8-15.5
Cendre 12 11.6-19.4 12-13 7.0-8.0
Acide lactique 10 ND ND ND
Gras 0.5 ND ND ND
Minéraux : 0,6
Calcium 1.9 2.0-24 20-24 0.7-0.8
Phosphore 1.5 2.8-32 28-3.2 1.0-14
Chlorure de sodium 2.5 7.5 2.5 2.5

Adapté de Pearce, 1992.




Tableau 3 : Production annuelle des principaux producteurs mondiaux de lactosérum).

Compagnie Volume annuel estimé de lactosérum liquide
(milliard de litre)
Lactalis/Lactosérum 5.0
Borculo-Domo 42
Kraft >4.0
Leprino >4.0
Arla Foods 4.0
DFA >3.0
DMV 3.0
Glanbia 3.0
Fonterra >2.5
Land O’Lakes 2.5

(Nielsen et Affertsholt, 2003).
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»

—
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Production mondiale Utilisation industrielie

Figure 1 : Volumes et utilisations du lactosérum & I’échelle mondial. (Nielsen et Affertsholt,
2003).




1.2 Les procédés de valorisation du lactosérum.

Le lactosérum posséde une charge polluante trés élevée, de I’ordre de 35 000 a 70 000
unités de DBO5 (CQVB, 1993). La charge polluante acceptée d’un effluent de fromagerie est
d’environ 30 unités de DBOS5. La production d'une petite fromagerie (environ 7 millions de
litres par année) équivaut a la charge polluante d'une ville de 13 000 habitants. C’est pourquoi

il est trés cofliteux de traiter le lactosérum comme un rejet.

Les possibilités de valorisation biotechnologique du lactosérum sont nombreuses
(Gonzalez Siso, 1996 ; Blenford, 1996 ; Puranik et Kanawjia, 1995; Etzel, 2004; Ekici et al.,
2005; Vasala et al., 2005; Briczinski et Roberts, 2002; Athanasiadis et al., 2002; Rimada et
al., 2001). La figure 2 résume les différents procédés et traitements utilisés pour la
valorisation du lactosérum et de ses sous-produits. Par contre, les technologies existantes sont
trés cofiteuses et demandent des volumes élevés pour étre rentables. Il s’agit principalement
de I’ultrafiltration, de la microfiltration, du séchage par atomisation, de I’osmose inverse, de
la séparation par chromatographie et de la production de protéines d’origine unicellulaire
(POU) (Rolland, 1993 ; Mann, 1986 ; Smoragiewicz et al, 1986 ; CQVB, 1993 ;
Sienkiewicz, 1990, Tyagi et al., 1991; Paquin, 2004; Etzel, 2004).

Les petites et moyennes fromageries, qui produisent moins de 150 000 litres de
lactosérum par jour, ne disposent pas des équipements nécessaires 4 la fabrication
d’ingrédients pour ’alimentation humaine. Leurs volumes de production étant trop faibles
pour assurer la rentabilité d’une telle valorisation. Bien que le lactose (40 - 50 g / L) soit
prédominant dans le lactosérum, par sa valeur nutritionnelle, les composantes ayant le plus de
valeur sont les protéines (Kleine et al., 1995; Paquin, 2004). Ces protéines possédent une
valeur nutritionnelle élevée étant donné leur composition en acides aminés essentiels et leurs
propriétés fonctionnelles intéressantes (solubilité, propriétés moussantes, émulsifiantes et

gélifiantes) pour la formulation de produits alimentaires destinés a I’alimentation humaine.
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Figure 2 : Procédés et traitements utilisés pour la valorisation du lactosérum et de ses sous-
produits. Adapté de Paquin, 2004.



Les principaux procédés permettant de concentrer les protéines du lactosérum sont la
production de complexe métaphosphate — protéines, la filtration sur gel de Séphadex et le
fractionnement par ultrafiltration ou microfiltration. Les concentrés proprement dit (WPC :
"whey protein concentrated") contiennent habituellement de 35 4 50 % de protéines
fractionnées par ultrafiltration (pouvant aller jusqu’a 80%). Les isolats de protéines de
lactosérum (WPI: "whey protein isolated") contiennent plus de 90 % de protéines et sont
obtenus par absorption d’échange d’ions ou par microfiltration (Huffman et Harper, 1999;
Morr et al., 1993; Paquin, 2004). Les tableaux 4 et 5 résument la composition chimique et

protéique, respectivement, de WPC et WPI commerciaux.

Certains procédés permettent d’obtenir des fractions enrichies en protéines comme la
B-lactoglobuline, I’a-lactalbumine, les immunoglobulines, la lactoferrine, la lactoperoxidase
ou d’autres protéines présentent sous forme de traces. Les différences au niveau de leur masse
moléculaire, de leur concentration ou de leur point isoélectrique (tableau 6) permettent leur
séparation. Les procédés industriels utilisés peuvent étre séparés en quatre grandes
catégories : la précipitation sélective, la filtration sur membrane, 1’absorption sélection et
I’élution sélective (Etzel, 2004). Ces produits de fractionnement trouvent des applications
aussi variées que I’alimentation, les substances antimicrobiennes, les préparations
préservatives, pharmaceutiques, cosmétiques et médicales (Regester et Belford, 1999;
Huffman et Harper, 1999; Lemieux et al., 2004; Marshall, 2004; Etzel, 2004; Ha et al., 2003;
Walzem et al,, 2002).

1.3 Les protéines du lactosérum

Les protéines du lactosérum peuvent étre séparées en deux groupes: les protéines
majeures et les protéines mineures. Parmi les protéines majeures, on retrouve la B-
lactoglobuline et I’a-lactalbumine (environ 3,2 et 1.2 g/L respectivement, 65 a 80 % des
protéines). Les protéines mineures sont les immunoglobulines, ’albumine bovine sérique, la
lactoferrine, la lactoperoxydase, la phosphatase alcaline, la catalase, etc. (Cayot et Lorient,
1998; Lefebvre et al, 1990). Le tableau 7 présente les propriétés chimiques et physico-

chimiques des principales protéines du lactosérum.



Tableau 4 : Composition chimique de WPC et WPI.

Composantes WPC WPI
Humidité 4.14-6.01 2.4-5.57
Protéine 72.0-76.6 88.6 — 92.7
Azote non protéique 0.93 - 4.56 0.29-0.34
Lactose 2.13-5.75 0.42 -0.46
Lipides totaux 3.30-7.38 0.39-0.67

Phospholipides 0.80—1.54 0.11-0.31
Minéraux 2.52-6.04 1.37-2.15

Sodium 0.15-1.71 0.36-0.42
Potassium 0.07 -0.46 0.10-0.16
Calcium 0.23-1.05 0.20 — 0.24
Magnésium 0.02 —0.40 0.02-0.03
Phosphore 0.20-1.30 0.05

Adapté de Morr et Ha, 1993.

Tableau 5 : Composition protéique de WPC et WPI commerciaux (%).

Composantes WPC WPI
Immunoglobulines 3.8-154 59-7.5
Albumine bovine sérique 5.8-19.6 7.2-10.9
B - lactoglobuline 404 -76.9 67.6—74.8
o. - lactalbumine 145-24.8 83-175

Adapté de Morr et Ha, 1993.
Tableau 6 : Propriétés physiques des protéines laitiéres.

Protéine Masse moléculaire | Concentration pl

(kg/mol) (g/L)

p - lactoglobuline 18 3.2 5.4
o - lactalbumine 14 1.2 4.4
Albumine bovine sérique 66 0.4 5.1
Immunoglobulines 150 0.7 5-8
Lactoferrine 77 0.1 7.9
Lactoperoxidase 78 0.03 9.6
k-Caséine 19 33 5.8
o-Caséine 24 9.3 5.2
B-Caséine 24 13 4.9/5.3
Glycomacropeptide 8.6 1.5 <3.8

Adapté de Etzel, 2004.




Tableau 7 : Propriétés chimiques et physico-chimiques des principales protéines du

lactosérum.
B-Lg* o - La* BSA* Ig*

Point isoélectrique 5.2 42-45 | 47-49 | 55-83
Concentration (g/L) 2-4 1.0-1.5 0.1-04 04-1
Concentration (%, P/P) 56 - 60 18 - 24 6-12 6-12
Masse moléculaire (kDa) 18,3 14,2 69, 0 150 - 1000
Hydrophobicité (kcal / résidu) 1075 1020 995 Variable
Acides aminés / molécule 162 123 582 Variable
Résidus non polaires / molécule 54 44 163 Variable
Résidus cystéines / molécule 5 8 35 Variable
Ponts disulfures / molécule 2 4 17 Variable
Groupement sulfhydrile libre 1 0 1 Variable

Adapté de Morr et Ha, 1993 ; Cayot et Lorient, 1998.
* Abréviation : f - Lg; B-lactoglobuline, a. - La; a-lactalbumine, BSA; albumine bovine
sérique, Ig; immunoglobuline.

La B-lactoglobuline et I’a-lactalbumine sont de type globulaire. La B-lactoglobuline
possede un haut niveau de structuration avec une trés forte proportion de feuillets B
hydrophobes (43 4 50 % des résidus d’acides aminés). Il existe un compactage Bof (une
hélice o prise en sandwich entre deux feuillets B) qui, combiné 4 la richesse en feuillets B,
assurerait 1’existence d’un coeur hydrophobe au sein de la B-lactoglobuline. Cette richesse en
feuillets B hydrophobes serait & I’origine d’interactions entre les protéines qui conduisent &
’agrégation ou a la formation de gels thermotropiques (Cayot et Lorient, 1998 ; Otte et al,

1997; Havea et al., 2004 ; Kontopidis et al., 2004).

Cette protéine a de fortes propriétés gélifiantes utilisées pour la production de gels
protéiques (Macrae et al., 1993). Ces gels sont des structures complexes, fermes, formées par
un réseau tridimensionnel d’agglomérats qui renferment une grande quantité d’eau (7 2 12 %
de protéines pour environ 80% d’eau). Leur composition en sel et en composés protéiques et
non protéiques affecte leur texture, les caractéristiques sensorielles et ’acceptabilité de
différents produits alimentaires dans lesquels ils sont utilisés (Ju et Kilara, 1998). Leur
formation résulte d’un processus d’agglomération qui dépend des facteurs décrits a la partie

L.5.



Pour ce qui est de I’a-lactalbumine, il s’agit d’une métalloprotéine dont la structure
est fortement ordonnée par des ponts disulfures et un cation. Le degré d’organisation de sa
structure secondaire est assez faible en comparaison avec la B-lactoglobuline. La structure
tridimensionnelle de cette protéine est toutefois bien rigide. Elle posséde deux sites de
fixation du calcium, un site pour le zinc, quatre ponts disulfures et une poche hydrophobe.
Elle ressemble de prés au lysozyme, provenant probablement du méme ancétre génétique
(Cayot et Lorient, 1998). L’a-lactalbumine n’aurait qu’un réle mineur dans les interactions
d’agglomération des protéines du lactosérum. Seule en solution, elle ne forme aucun agrégat
lorsqu’elle est dénaturée thermiquement. Cette protéine agglomere toutefois bien avec la B-
lactoglobuline et I’albumine bovine pour former des coagrégats lors de la dénaturation
thermique du mélange (Hines et Foegeding, 1993). Elle présente aussi de forts potentiels pour

la formulation d’aliments non-allergénes pour enfant (Macrae et al., 1993).

1.4 L'agglomération des protéines du lactosérum

Le déploiement (déstructuration ou dénaturation) des protéines en solution
(particuliérement la B-lactoglobuline) produit une agglomération majeure des protéines du
lactosérum. Cette déstructuration affecte la solubilité des protéines a différents pH (Britten et
al., 1994; Abascal et al, 2004). C’est sur ce principe que s’appuient les procédés de
dénaturation thermique permettant d’agglomérer et de récupérer les protéines du lactosérum
(Hadziyev, 1987 ; Cayot et Lorient, 1998). Le terme dénaturation thermique désigne la
rupture d’interactions de faible énergie qui assurent 1’existence des structures secondaires a
quaternaires; ces ruptures de liens étant suivies de réarrangements aléatoires de zones
protéiques entre elles au cours du refroidissement. Les protéines agglomérent sous I’action
des interactions hydrophobes, des liens ioniques, des nouveaux ponts disulfures et
hydrogénes. Les principales forces responsables des agglomérations sont les interactions
hydrophobes (Cayot et Lorient, 1998). Apres précipitatioﬁ et dépdt, les protéines sont
récupérées par décantation ou centrifugation, puis lavées de I’exces de sel, récupérées par
centrifugation ou filtration avant le séchage, pour étre finalement moulues et empaquetées
(Macrae et al, 1993). Les protéines ont cependant perdu leurs propriétés fonctionnelles

d’origine.
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Ces technologies sont utilisées pour ajouter des protéines de lactosérum au fromage
durant la production (Dybing et al, 1998). Il y a un autre moyen, énergiquement moins
dispendieux, de déstructurer les protéines : I’hydrolyse enzymatique. La force principalement
responsable de I'agglomération aprés I’hydrolyse enzymatique demeure les interactions
hydrophobes (Otte et al., 1997).

Certains groupes de recherche ont travaillé sur les processus d'agglomération résultant
de I’hydrolyse des protéines du lactosérum (Caessens et al., 1999 a, b; Ju et al., 1995, 1996,
1997, 1998a, 1998b, 1998c ; Huang et al, 1999; Madsen et al, 1997 ; Otte et al, 19964,
1996b, 1997, 1998 ; Sato et al, 1995; Smyth et FitzGerald, 1999; Spellman et al., 2005;
Doucet et al., 2003a; Doucet et al., 2003b; Burke et al., 2002; Bertrand et al., 2002; Barros et
al., 2002). Ces travaux ont tous été réalisés dans le but de développer des gels de protéines de
lactosérum, présentant de nouvelles propriétés fonctionnelles. 11 fut démontré que la B-
lactoglobuline native n’est pas un constituant majeur des agglomérats. Ceux-ci sont plutdt
formés d’un grand nombre de peptides ayant un poids moléculaire variant de 2000 a 6000 Da
environ (Otte et al., 1997). La formation d’agglomérats en solution peut toutefois empécher
I’enzyme d’atteindre des sites particuliers d’hydrolyse et ainsi protéger une certaine partie des
polypeptides contre I’hydrolyse (Otte et al., 1997). Pour ce qui est des autres protéines, méme
si 'a-lactalbumine ne joue qu’un réle mineur dans la formation des agglomérats, cette
protéine agglomére toutefois bien avec la B-lactoglobuline et ’albumine bovine pour former

des coagrégats (Ju et Kilara, 1998).

1.5 Facteurs affectant I’agglomération

Beaucoup d’études ont porté sur les facteurs affectant ’agglomération des protéines
du lactosérum (Boye et al., 1995 ; Britten et al., 1994; Foegeding et al., 1992 ; Hines et
Foegeding, 1993 ; Hongsprabhas et al, 1997 ; Jeyarajah et al, 1994 ; Ju et al, 1998;
Matsudomi et al,, 1991 ; Xiong et al, 1993 ; Oldfield et al, 2005; Eissa et al, 2005;
Spellman et al., 2005; Huppertz et al., 2004; Abascal et al.,, 2004; Havea et al., 2004; Alting
et al,, 2004; Doucet et al., 2003a; Doucet et al.,, 2003b; Alting et al., 2003; Weinbreck et al,,

2003; Burke et al., 2002; Havea et al., 2002). Parmi ces facteurs on note principalement : le
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taux d’hydrolyse (approche enzymatique), le pH, la présence de sels, I’utilisation d’un
floculant, la température (dénaturation), la concentration et la composition de la solution en

protéines (quantité et proportion des différentes protéines).
1.5.1 L’hydrolyse enzymatique

L’effet de I’hydrolyse enzymatique est variable selon le type d’enzyme utilisé et le
taux d’hydrolyse atteint (Caessens et al., 1999). L’hydrolyse enzymatique peut diminuer
Iallergenicité de ces protéines, améliorer leurs propriétés fonctionnelles ou encore, produire
des saveurs intéressantes (Schmidt et Poll, 1991). La B-lactoglobuline, et dans une moindre
mesure les autres protéines du lactosérum, sont particuliérement difficiles a hydrolyser
enzymatiquement (par différents enzymes protéolytiques) (Meyrath et al., 1979 ; Cayot et
Lorient, 1998; Madsen et Qvist, 1997). La structure globulaire de ces protéines expliquerait
cette résistance a I’hydrolyse (Madsen et Qvist, 1997). Les travaux de Pallavicini et ses
collaborateurs (1988), sont les seuls travaux, cités dans la littérature, ayant porté sur
Iutilisation d’une protéase pour la récupération des protéines du lactosérum. Ils ont évalué la
possibilité de récupérer les protéines du lactosérum en utilisant la subtilisine Carlsberg
(Alcalase), une protéase présentant une efficacité trés élevée pour I’hydrolyse des protéines
du lactosérum (Mutilangi et al., 1995). Aprés une heure d’hydrolyse, 2400 et 800 ppm de
Ca"™ ajouté au lactosérum acide et doux respectivement, 20 % et 28 % des protéines furent
récupérées. Il n’est cependant pas possible d’augmenter ces rendements par une hydrolyse

prolongée avec la subtilisine Carlsberg (Mutilangi et al., 1995).

Pour que la récupération des protéines de lactosérum par cette voie (enzymatique) soit
optimale, I’enzyme impliquée doit étre la plus spécifique possible afin de diminuer les pertes
associées aux peptides qui ne participeront pas aux agglomérations. Ainsi, des préparations
industrielles d’enzymes présentant une activité exopeptidique élevée (clivant les protéines aux
extrémités) produisent des hydrolysats ayant subit un taux d’hydrolyse élevé, mais ayant un
contenu en peptides hydrophobes bas (Smyth et FitzGerald, 1998). A ce niveau, la subtilisine
Carlsberg qui est une endopeptidase, n’est pas suffisamment spécifique. Elle produit un grand

nombre de peptides qui ne participent pas a I’agglomération.
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Schmidt et Poll (1991), ont étudié I’hydrolyse de I’a-lactalbumine et de la B-
lactoglobuline par différents enzymes protéolytiques (6 protéases & sérine dont une subtilisine
de Bacillus subtilis, 2 & cystéine dont la papaine, 2 a acide aspartique dont la pepsine et 4
métalloprotéases dont la pronase). Certaines de ces solutions sont des mélanges de protéases
présentant différentes spécificités. Par exemple, la pronase contient un mélange d’enzymes
protéolytiques produites par Streptomyces griseus. Parmi les enzymes utilisées, la subtilisine
de B. subtilis, la protéinase K et la pronase ont donné des résultats intéressants ou la totalité
des protéines natives ont été affectées par I’hydrolyse et ou la subtilisine et la pronase ont
produit des peptides de haut poids moléculaire en début d’hydrolyse (30 minutes & 2 heures).
L’hydrolyse par la protéinase K fut trop rapide pour distinguer ces gros fragments. Le choix

de ’enzyme est donc primordial.

Deux phénomeénes peuvent expliquer les résultats décevants obtenus par I’équipe de
Pallavicini avec la subtilisine Carlsberg: une spécificité insuffisante de 1’enzyme, ce qui
augmente la proportion de petits fragments produits qui ne participent pas a I’agglomération,
et une proportion insuffisante de la B-lactoglobuline qui est affectée par I’enzyme a faible
taux d’hydrolyse. La premiére hypothése est appuyée par le fait que les subtilisines sont peu
spécifiques (Barrett et al, 1998). Une information vient appuyer la deuxiéme hypothése; une
augmentation du taux initial de réaction par une augmentation du ratio enzyme / substrat,
augmente le taux d’hydrolyse maximal qu’il est possible d’atteindre et ce, spécialement avec
enzyme Carlsberg (Mutilangi et al, 1995). La subtilisine Carlsberg hydrolyserait les
protéines selon une voie rapprochée du modéle « one by one » plutdt que par le modéle
« zipper ». Le modéle « one by one » est caractérisé par une premiére étape d’hydrolyse du
substrat sous sa forme native suivie de sa dégradation compléte (hydrolyse subséquente)
avant qu’une seconde molécule de substrat ne soit affectée par I’hydrolyse. Le modéle
« zipper » est la dégradation simultanée de toutes les molécules de substrat ou 1’on ne
retrouve plus de substrat sous sa forme native aprés le début de la réaction. Il existe ainsi une
multitude de modeéles entre ces deux modéles qui dépendent de I’enzyme et du substrat utilisé

(Demay, 1993).
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11 est logique de croire que pour un substrat difficile & hydrolyser (par exemple la B-
lactoglobuline), les peptides libérés, suite aux premiers sites de coupe d’une endopeptidase
comme la subtilisine Carlsberg, seront plus faciles a hydrolyser que la protéine sous sa forme
native. Ceci favoriserait ainsi une voie globale d’hydrolyse se rapprochant du modéle « one
by one » ce qui expliquerait les résultats de Mutilangi et ses collaborateurs (1995) pour
lesquels une augmentation du taux initial de réaction par une augmentation du ratio enzyme /
substrat, augmente le taux d’hydrolyse maximal qu’il est possible d’atteindre. Une telle voie
d’hydrolyse globale fut démontrée pour I’hydrolyse de I’albumine bovine sérique (BSA) par
la subtilisine Carlsberg (Demay, 1993). 1l faut aussi considérer que certains peptides résiduels
de I’hydrolyse de la B-lactoglobuline produisent une inhibition de I’hydrolyse chez I’enzyme
Carlsberg (Mutilangi et al., 1995).

Malgré le grand nombre d’études portant sur I’hydrolyse des protéines du lactosérum,
une seule enzyme est réellement connue pour ses propriétés particuliéres d'agglomération : la
protéase BLP produite par Bacillus licheniformis (Ju et al., 1995, 1996, 1997, 1998a, 19980 ;
Huang et al., 1999; Madsen et Qvist, 1997 ; Mutilangi et al., 1995 ; Otte et al., 1995, 19964,
1996b, 1997 ). Il s’agit d’une protéase extraite de la préparation industrielle de I’ Alcalase (la
préparation industrielle de I’enzyme Carlsberg) produite par B. licheniformis (Breddam et
Meldal., 1992; Svendsen et Breddam, 1992). Cette enzyme fait partie des endopeptidases a
acide glutamique de type I (glutamyl endopeptidase I; Barrett et al., 1998).

Cette subtilisine produit au moins 25 peptides différents a partir de la B-lactoglobuline
(une protéine de 18 300 Da), ce qui correspond & sa possibilité de clivage (Madsen et al,
1997). L’efficacité de 1’enzyme BLP pour I’hydrolyse des protéines du lactosérum et la
formation d’agglomérats, provient de sa spécificité pour deux acides aminés charges
négativement (les acides glutamique et aspartique). Ces résidus acides hydrophiles doivent
occuper des positions de surface sur la B-lactoglobuline ce qui les rend accessibles pour
I’hydrolyse. Cette enzyme présente aussi d’autres spécificités que celles pour les résidus
d’acide glutamique et aspartique. (Madsen et al,, 1997). Les travaux récents de Spellman et

ses collaborateurs (2005), ont démontré que Dactivité d’agglomération des protéines du
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lactosérum de la préparation enzymatique « Alcalase » de Bacillus licheniformis proviendrait

de sa spécificité pour les résidus chargés positivement.

Afin de développer des propriétés fonctionnelles toujours plus intéressantes, Otte et
ses collaborateurs (1998), ont proposé un clivage chimique de la f-lactoglobuline B,
suffisamment spécifique pour ne produire que quelques gros fragments de la protéine.
Théoriquement, c’est ainsi qu’il faudrait procéder, par voie enzymatique, pour optimiser
I’agglomération des protéines au maximum. Les fragments de haut poids moléculaire produits
permettraient une récupération optimale des protéines sans perte associée aux peptides ne
participant pas a I’agglomération. Pour la production des MPM, il s’agirait d’une

augmentation des rendements en protéines.

Sato et ses collaborateurs (1995), ont présenté des résultats trés intéressants au sujet
d’une protéase produite par Streptomyces griseus. Cette protéase a produit un gel protéique a
partir d’une solution d’isolats de protéines de lactosérum (WPI) partiellement dénaturés
thermiquement, plus rapidement que les autres protéases testées dans cette étude (trypsine,
papaine, pepsine et pronase). Ce qui est des plus intéressants, c’est que ce gel fut produit a un
taux d’hydrolyse inférieur aux autres gels et que pour un méme temps d’incubation et un taux
d’hydrolyse similaire, il est plus ferme. Les tableaux 8 et 9 ci-dessous présentent ces
principaux résultats. Contrairement aux affirmations de Otte et ses collaborateurs (1995), il
semble qu’il n’y ait pas seulement la subtilisine Carlsberg qui soit capable d’augmenter la
capacité des protéines du lactosérum a former des gels plus fermes aux environs d’un pH

neutre. Les protéines utilisées dans ces essais avaient toutefois été dénaturées thermiquement.

Plusieurs protéases de S. griseus sont connues : la protéinase A, B et la trypsine de S
.griseus (Czapinska et Otlewski, 1999), la protéinase E, et une protéase spécifique pour les
résidus d’acide glutamique (Barrett et al, 1998). Etant donné que I’efficacité de 1’enzyme
BLP envers la B-lactoglobuline peut provenir de sa spécificité pour I’acide glutamique, cette
enzyme de S, griseus pourrait étre intéressante. Il est important de préciser que cette protéase

de S. griseus ne présente aucune homologie avec I’enzyme Carlsberg.
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1.52 Le pH

Le pH de la solution agit & deux niveaux différents : ’efficacité enzymatique et le pH
d’agglomération. Le pH aura un effet sur la structure et la charge de I’enzyme, mais aussi sur
la structure et la charge du substrat (Pelmont, 1995). La B-lactoglobuline est une protéine trés
fortement repliée par ses interactions hydrophobes. Le pH aura un effet sur ces charges de
surface et sur ses interactions avec les différents sels en solution, ce qui influencera son
niveau de repliement et son potentiel zéta (Cayot et Lorient, 1998). Ainsi, a différents pH, la

protéine sera plus ou moins facile & hydrolyser peu importe I’enzyme utilisée.

Pour ce qui est de I’agglomération, les gels thermiques présentent une agrégation
maximale pour des valeurs de pH entre 3.5 et 5.5 (généralement 4.2) quand la charge de la
molécule est minimale (prés du point isoélectrique de ces protéines; tableaux 8 et 9). Les
travaux de Otte et ses collaborateurs (1996) ont démontré que ce pH optimal d’agglomération
diminue en importance et qu’un second maximum apparait suite a 1’hydrolyse par la
subtilisine BLP. Ce second maximum se déplace vers pH 7 avec ’augmentation du taux
d’hydrolyse. Nos travaux sur 1’agglomération des protéines du lactosérum (résultats non
publiés) ont démontré une amélioration des rendements en récupération des protéines pour
des pH aux environs de 7 — 7.5. Cette valeur de pH est de plus trés appropriée pour

I"utilisation des subtilisines (Barrett et al., 1998).
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Tableau 8 : Degrés d’hydrolyse atteints par des solutions d’isolats de protéines de lactosérum
(WPI) partiellement dénaturées thermiquement, hydrolysées par la trypsine, la
papaine, la pronase, la protéase type XXI et la pepsine a 37 °C, a leur point de

gélation.
Enzymes utilisées Temps d’incubation Degré d’hydrolyse pH
(heure) (%)
Trypsine 8 27.1 6.37
Papaine 2 23.1 6.50
Pronase 4 28.2 6.46
Protéase type XXI 1,3 15.6 6.40
Pepsine 8* 0.0 6.97

Adapté de Sato et al., 1995.
*Temps maximal., aucune hydrolyse, aucun gel.

Tableau 9 : Dureté des gels produits par des solutions d’isolats de protéines de lactosérum
(WPI) partiellement dénaturées thermiquement, hydrolysées par la trypsine, la
papaine, la pronase, la protéase type XXIa 37 oC.

Enzyme utilisée Temps d’incubation Degré d’hydrolyse Dureté du gel
(heure) (%) (8
Trypsine 15 294 128.7
Papaine 15 47,6 256.0
Pronase 15 39,4 286.7
Protéase 15 38,5 362.3

Adapté de Sato et al., 1995.

1.5.3 La présence de sels

Les travaux de Otte et ses collaborateurs (1997) ont montré que lorsque la force
ionique de la solution est élevée (chlorure de sodium 1M), les interactions hydrophobes et les
ponts hydrogenes jouent un réle majeur dans la formation des agglomérats de la B-
lactoglobuline (comme dans le cas du lactosérum). A plus faible force ionique, ce sont les
attractions électrostatiques qui sont les principales forces d’agglomération. Une forte force

ionique tend a diminuer la répulsion électrostatique entre les protéines en neutralisant les
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groupements ionisables par des ions mobiles (Boye et al., 1995). Les protéines forment alors
plus facilement des agrégats a partir des interactions hydrophobes. La force ionique de la
solution est donc un facteur primordial & considérer. Havea et ses collaborateurs (2002), ont
démontré que la composition minérale des concentrés de protéines de lactosérum industriels

(WPC) joue un rdle majeur dans le comportement d’agglomération des protéines.

La présence de calcium est aussi particuliérement importante. Il agit 4 la fois sur la
structure de la protéine, sur I’activité enzymatique et sur la formation d’agglomérats. Les
ions calcium en solution induisent des changements structuraux légers chez la PB-
lactoglobuline qui augmente son hydrophobicité (Jeyarajah et Allen, 1994). Il est possible de
provoquer la gélification de la B-lactoglobuline en solution en ajoutant une certaine quantité
d’ions calcium. Comme pour la thermodénaturation, il semble que ce soient les interactions
hydrophobes qui assurent un rdle prédominant dans le gel, le calcium n’est que I’initiateur en
déstructurant les protéines. Ces ions bivalents renforcent le gel par la suite en formant des
ponts calciques (Jeyarajah et Allen, 1994; Cayot et Lorient, 1998). Schmidt et Poll (1991), ont
démontré que la présence de 10 mM de Ca** induit un changement de conformation suffisant
pour rendre la B-lactoglobuline sensible a I’hydrolyse par la trypsine (pratiquement aucune
hydrolyse détectée sans I’ajout de Ca®"). Ce méme ajout a rendu I’at-lactalbumine insensible a
I’hydrolyse par la pancréatine. Les ions calcium augmentent I’activité enzymatique de
certaines protéases, dont les subtilisines. Ces protéases possédent généralement deux sites de
fixation du calcium (de forte et faible affinité) et la fixation du calcium a chacun de ces sites

augmente leur activité protéolytique (Heslot, 1996).

Le calcium forme également des doubles ponts avec les protéines en solution, ce qui a
pour effet de favoriser la mise en place d’interactions hydrophobes et de les solidifier par la
suite (Cayot et Lorient, 1998). Dybing et ses collaborateurs (1998), ont étudié I’effet de
liaison de différents sels sur les protéines du lactosérum. Le chlorure de calcium et le
pyrophosphate tétrasodique (NasP,O7) ont été retenus pour leur capacité a améliorer la
formation d’agglomérats. L’effet du phosphate sur I’agglomération est complémentaire a
celui du calcium. Le phosphate produit des ponts protéine — phosphate - protéine a cause de

ses groupements anioniques, ou encore, des ponts couplés au calcium : phosphate — calcium -
b
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protéine (Ellinger, 1980). Les possibilités de liaison sont donc plus nombreuses en présence

des deux sels.

1.5.4 Les complexes protéines — polysaccharides

La gélation de solution aqueuse de protéines et de polysaccharides a regu derniérement
une attention particuliére de la communauté scientifique. Ces gels présentent des propriétés
commerciales intéressantes pour la formulation de nouveaux produits a texture spécifique
comme les ingrédients faibles en gras. Les mélanges de biopolyméres (comme les agrégats
protéiques et les polysaccharides) permettent d’obtenir une plus grande diversité de textures,
de propriétés fonctionnelles et de stabilité que les biopolyméres purs (Dumay et al., 1999).
Les propriétés d’hydratation (solubilité, viscosité), structurantes (agrégation, gélation) et de
surface (moussantes, émulsifiantes) sont utilisées dans une vaste gamme de domaines. Parmi
ceux-ci, on note la purification de macromolécules, la microencapsulation, la formulation
alimentaire (remplacement de gras, agents texturants), la synthése de biomatériaux (films
d’emballage comestibles, greffes artificielles), etc. Une importante revue de littérature fut

produite sur le sujet (Schmitt et al., 1998).

Le comportement d’une solution aqueuse contenant deux types de biopolyméres joue
un rdle important sur la fonctionnalité du mélange résultant. Dans la plupart des cas, la
solution mixte de polyméres est instable et une séparation de phases peut se réaliser de deux
fagons, produisant deux types de mélanges différents. Les interactions entre les deux
polymeéres peuvent étre répulsives et produire un systéme en deux phases ol chacune des
phases est enrichie en un polymére. Si les interactions sont attractives, le systéme peut
présenter deux phases ol les polyméres seront concentrés dans I’une des phases (la phase
concentrée). Le phénoméne de concentration résulte d’interactions non spécifiques
(€lectrostatiques, de van der Waals, hydrophobiques, ponts hydrogénes) entre les polyméres
qui ménent 4 la formation d’un complexe soluble ou insoluble (Schmitt et al., 1998). Dumay
et ses collaborateurs (1999), ont étudié¢ le premier type de systéme formé par la B-
lactoglobuline dénaturée sous pression et thermiquement, avec une solution d’alginate de
sodium et de pectine méthoxylée. Dans ce type de systéme, les caractéristiques du complexe

de polymeéres formé dépendent de I’incompatibilité thermodynamique.
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Le deuxiéme systéme est plus susceptible d’affecter I’agglomération des protéines du
lactosérum puisque le second polymére agit comme un floculant. Les floculants favorisent
Iassociation des particules colloidales libres en solution pour former des agglomérats. Un
polysaccharide floculant bien connu pour son action sur les protéines du lactosérum est la
kappa-carragénine (“ k-carrageenan ”) (Dybing et al, 1998; Weinbreck et al, 2004). Les
interactions protéines-polysaccharides sont spécifiques au type de polysaccharide utilisé et ils
ne sont pas tous des floculants protéiques. Nos travaux antérieurs (résultats non publiés) ont
démontré qu’un polymére bactérien a un effet marqué sur la formation des agglomérats (le
kéfiran des grains de kéfir). Suite a la dénaturation des protéines, le polymere participe a
I’agglomération de fagon 4 former des coagglomérats plus gros favorisant la précipitation. Le
complexe résultant posséde & la fois les caractéristiques d’un polymére de polysaccharide
(propriétés d’hydratation) et celles d’un polymére protéique des protéines du lactosérum
(structurantes, émulsifiantes, moussantes, etc.). Le complexe est trés stable et a permis la
formulation de sauces type mayonnaise ou vinaigrette sans ceuf, avec la moitié de la matiére
grasse, présentant la méme texture et un golt similaire (résultats non publiés). Plusieurs

autres applications ont aussi été envisagées.

La formation de ces complexes sera aussi affectée par la composition de la solution
(polymeéres, sels, lipides, etc.), par les caractéristiques physico-chimiques de celle-ci
(température, pression, pH) et par les traitements mécaniques de récupération des agglomérats
(agitation, forces de cisaillement, etc.) (Dumay et al,, 1999; Dybing et al., 1998; Schmitt et
al., 1998; Walkenstrom et al., 1999). De nombreuses études récentes portent sur les différents
types de polyméres pouvant interagir avec les protéines de lactosérum et les conditions de ces
interactions. On retrouve entre autres le galactomannan (Monteiro et al., 2005), différents
amidons (Ye et al., 2004), la gomme arabique (Weinbreck et al., 2004B; Weinbreck et al.,
2003) et la carragénine (Weinbreck et al., 2004A).

1.5.5 La concentration et la composition de la solution en protéines

Les travaux de Verheul et Roefs (1998), ont démontré que les protéines ne participent

pas a la formation d’agrégats dans les mémes proportions que celles de la solution. En
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fonction du temps, la concentration de I’o-lactalbumine, des immunoglobulines et de
I’albumine bovine sérique libres diminue plus rapidement que la concentration de la B-
lactoglobuline libre. Ainsi, bien que la composition protéique de la solution était de 78 % de
B-lactoglobuline et de 22 % des trois autres protéines (solution de WPI), au point de gélation
(formation d’un gel par la solution), la B-lactoglobuline ne constituait que 45 % des agrégats
(@ pH 6,8). De plus, la formation de gels de B-lactoglobuline pure nécessite une quantité
moindre d’agrégats protéiques en solution que la formation d’un gel protéique de WPI (a pH
6,8). La B-lactoglobuline forme donc plus facilement le réseau protéique structurant le gel ce

qui résulte en un gel dit plus perméable, ayant une structure moins compacte.

11 fut démontré que I’a-lactalbumine ne forme pas d’agrégats 4 des pH supérieurs a 7
lors de la formation de gels & partir de WPC (Cayot et Lorient, 1998). La B-lactoglobuline
forme des agrégats 4 pH acide ou alcalin ce qui démontre que la formation des gels dépend
principalement, particuliérement a4 pH alcalin, des agrégats formés par la B-lactoglobuline.
Les travaux de Matsudomi et ses collaborateurs (1991) ont cependant démontré que la
concentration de protéines nécessaires pour la formation d’un gel a pH 8, aprés 15 minutes a

90 C, est plus basse pour la BSA que pour la B-lactoglobuline (4 et 5 % respectivement).

Hines et Foegeding (1993) ont déterminé que la constante d’agrégation du second
ordre de la dénaturation de I’o-lactalbumine, de la B-lactoglobuline et de la BSA chauffées
seules en solution a 80 C se présente dans I’ordre : BSA >> B-lactoglobuline > a-
lactalbumine. La constante d’agrégation de I’o-lactalbumine augmente lorsqu’elle est
chauffée en présence de la PB-lactoglobuline, ce qui suggére une coagrégation. Ils ont
démontré que I’a-lactalbumine seule en solution ne forme aucun agrégat lorsqu’elle est
dénaturée thermiquement. Cette protéine agglomére toutefois bien avec la B-lactoglobuline et
’albumine bovine sérique (BSA) pour former des coagrégats lors de la dénaturation
thermique du mélange. De plus, les qualités rhéologiques de la solution sont dépendantes des
ratios entre la B-lactoglobuline et I’albumine bovine sérique. Ceci démontre bien que la
formation d’agrégats est dépendante de la nature et de la proportion des constituantes

protéiques.
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1.5.6 La température

Comme mentionné auparavant, la dénaturation thermique des protéines du lactosérum
engendre une agglomération de celles-ci. Cette agglomération se réalise en deux phases. La
dénaturation des protéines native est suivie d’interactions protéines — protéines qui résultent
en un réseau tridimensionnel formant le gel (Boye et al., 1995). La concentration initiale en
protéines est un facteur significatif qui détermine la grosseur et/ou la forme des polymeéres
formés durant la premiére phase (protéines — protéines). La température et la durée du
chauffage sont des facteurs affectant la formation du réseau tridimensionnel durant la seconde
phase (Vardhanabhuti et Foegeding, 1999; Verheul et Roefs, 1998).

I est nécessaire de différencier dénaturation réversible de dénaturation irréversible. La
dénaturation réversible permet un retour 4 la structure initiale de la protéine si la température
est ramenée a sa valeur initiale. La dénaturation irréversible provoque une modification
permanente de la structure de la protéine. Dong Chen et ses collaborateurs (1998), ont
démontré qu’en considérant que la dénaturation est réversible jusqu’a un certain point et que
dans le lactosérum plusieurs types de protéines coexistent, la réaction de dénaturation de la B-
lactoglobuline en solution ne peut étre considérée comme la réaction simple d’une seule étape
généralement décrite dans la littérature. Cette réaction de dénaturation est aussi influencée par
les différents facteurs énumérés précédemment comme le pH, la présence de sels, la présence
de floculants, la concentration et la composition en protéines de la solution et on peut méme
ajouter la présence de glucides (comme le lactose), le temps de montée de la température, le
type de variant génétique des protéines et la présence de lipides (Boye et al., 1995; Britten et
Giroux, 1994; Cayot et Lorient, 1998; Foegeding, et al, 1992; Hines et Foegeding, 1993;
Hoffmann et van Mil, 1999; Hongspabhas et Barbut, 1997; Matsudomi et al., 1991; Verheul
et Roefs, 1998; Xiong et al, 1993; Havea et al, 2002; Bertrand et al,, 2002; Havea et al.,
2004; Oldfield et al., 2005).

Pour les protéines de lactosérum prises individuellement, ’ordre de dénaturation
irréversible est le suivant : immunoglobulines > sérum albumine bovine > B-lactoglobuline >

a-lactalbumine (ce qui va dans le méme sens que la constante d’agrégation du second ordre
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de Hines et Foegeding (1993)). La température de dénaturation de ces protéines est
respectivement de : 72, 64, 78 et de 62 °C. L’irréversibilité n’est atteinte qu’a 100 °C pour
I’a-lactalbumine et a 70 °C pour la B-lactoglobuline. L’a-lactalbumine est donc beaucoup
plus résistante a une dénaturation thermique permanente (Cayot et Lorient, 1998). Pour une
solution de lactosérum, suite & un chauffage 4 95 °C durant 5 minutes a pH 4,5, la totalité de
la B-lactoglobuline et de I’albumine sérique bovine précipite. Une fraction de I’a-

lactalbumine subsiste dans le surnageant (Cayot et Lorient, 1998).

Les protéines dénaturées peuvent étre récupérées a partir d’un « solids-ejecting
clarifier ». Cette méthode permet de récupérer de 90 a 95 % des protéines coagulées (Morr,
1993). En absence de calcium et & pH inférieur & 6, aucune précipitation n’apparait méme au
voisinage du pI (Cayot et Lorient, 1998). Entre les pH 4,5 et 7, en présence ou en absence de
calcium, une solution d’a-lactalbumine seule en solution ne précipite pas. La présence de la
B-lactoglobuline conduit & la formation de coprécipités. La précipitation thermo-induite des
protéines du lactosérum dans cette gamme de pH est due, au moins en partie, a la présence de
la B-lactoglobuline et & sa grande richesse en feuillets B hydrophobes (Cayot et Lorient,

1998).

1.6 La B-lactoglobuline

1.6.1 Structure primaire

La B-lactoglobuline est constituée de 162 acides aminés (tableau 10), elle comporte 2
ponts disulfures ainsi qu’une fonction thiol sur le résidu cystéine 119 ou 121 (Morr et al.,
1993). La distribution de la fonction SH entre les résidus Cys 121 et Cys 119 estde 1: 1.1l
existe présentement 7 variants génétiques de la B-lactoglobuline, mais les plus fréquemment
rencontrés sont les variants A et B avec une fréquence respective de 46 a 50 % et de 50 a 54
% pour les vaches Holstein — Frisonne (Cayot et Lorient, 1998). Ces variants différent par
deux acides aminés : I’asparagine 64 pour le variant A est changée par une glycine dans le
variant B et la valine 118 est changé pour une alanine chez ces mémes variants (Qin et al.,

1999). A des pH prés de la neutralité, la charge du variant A est donc plus négative que celle
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du variant B, ce qui permet de les séparer sous leur forme native par électrophorése ou par

chromatographie d’échange d’ions (Cayot et Lorient, 1998).

1.6.2 Structure secondaire et tertiaire

La B-lactoglobuline posséde un haut niveau de structuration, avec une trés forte
proportion de feuillets B hydrophobes (43 4 50 % des résidus d’acides aminés), 10 a 15 % de
la séquence en hélices a et 15 3 20 % en courbures B (Cayot et Lorient, 1998). Elle appartient
a la super famille des lipocalines. Les membres de cette famille présentent une structure de
huit brins B antiparalléles formant une cavité centrale qui a pour fonction de lier différents
types de molécules hydrophobes (figure 3 A et B) (Qin et al, 1999). Pour la B-lactoglobuline,
I’hélice 130 — 140 qui se situe entre les feuillets 115 — 124 et 145 —150 forme un compactage
renforcé par les ponts disulfures, qui combiné 4 la richesse en feuilletsp, assure la création du
cceur hydrophobe (Cayot et Lorient, 1998; Chen et al,, 1993). Cette structure spatiale trés

serrée rend la B-lactoglobuline peu accessible pour ’hydrolyse enzymatique.

Tableau 10 : Composition en acides aminés de la B-lactoglobuline A et B.

Résidus Nombre | % |Résidus Nombre | %
Hydrophobes Hydrophiles
Alanine 15(16*)| 9,2 | Neutres
Cystéine 5 3.1 Asparagine 5 3.1
Glycine 34) 1.9 Glutamine 9 5.6
Isoleucine 9 5.6 Serine 7 4.3
Leucine 21 13.0 Thréonine 8 4.9
Méthionine 4 2.5 Tyrosine 5 3.1
Phénylalanine 4 2.5 | Basique
Proline 8 4.9 Arginine 3 1.9
Tryptophane 2 1.2 Histidine 2 1.2
Valine 10(9) | 6.2 Lysine 15 9.2
Acides
Aspartate 11(10) | 6.8
Glutamate 16 9.9
TOTAL 81 (82) | 50 |TOTAL 81 (80) | 50

* Composition du variant B.
Morr et al., 1993.



Figure 3 : Structure tertiaire de la B-lactoglobuline bovine; A de c6té, B de face. PDB (protein
data bank) : 1DV9, 2000.

Sur ses 10 brins B, 8 se retrouvent en deux feuillets antiparalléles presque
perpendiculaires (figure 3 A). Le premier est formé des séquences 145 — 150, 115 — 124, 102
—109, 89 — 97 et 80 — 84 ; et le second des séquences 62 — 76, 47 — 58 et 39 — 44. Le segment
16 4 27 peut étre placé avec une des deux plaques et peut permettre une certaine flexibilité de
la molécule selon les conditions du milieu. De plus, la boucle formée par le deuxi¢éme pont
disulfure serait peu stable et flexible (Cayot et Lorient, 1998). I n’existerait pas de
différences importantes entre les formes tridimensionnelles des variants A et B, mais la
substitution V118A du variant B réduirait cinq contacts hydrophobes de cette région et en
diminuerait légérement sa rigidité. Cela a pour conséquence de diminuer quelque peu la
stabilité thermique du variant B comparativement a celle du variant A. Ces différences

structurales furent étudiées en détail par le groupe de Qin et ses collaborateurs (1999).

Le monomeére de B-lactoglobuline & I’apparence d’un calice a I’intérieur hydrophobe.
Sa trés forte ressemblance avec la protéine transporteuse de rétinol (vitamine A) a attiré
I’attention sur une possible fonction de cette protéine pour le transport et / ou 1’adsorption de
cette vitamine ou de certains acides gras des lipides, au niveau du tube digestif. La capacité de
la B-lactoglobuline a fixer le rétinol permet méme de la récupérer par adsorption sélective sur

une colonne greffée de rétinol. Cette capacité a lier différentes substances, comme entre
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autres le cholestérol et la vitamine D2 fut revue récemment par Kontopidis et ses
collaborateurs (2004) en fonction de son role physiologique. De plus, la B-lactoglobuline
résiste fortement a4 I’hydrolyse par les enzymes digestives comme la pepsine et la
chymotrypsine. La protéolyse par ces enzymes libére surtout des petits peptides et trés peu de

gros peptides en début de réaction (Cayot et Lorient, 1998).

Finalement, la B-lactoglobuline apparait en solution sous forme de dimére, structure
non covalente, & pH neutre, ou les calices formés par sa structure tridimensionnelle
s’emboitent ’un dans I’autre. La B-lactoglobuline A forme méme des octameres a pH plus
acide, autour de son point isoélectrique (pI de 5,1 et optimum de I’association octa-unitaire a
4,65) (Qin et al., 1999; Cayot et Lorient, 1998).

Chapitre 2 : les enzymes protéolytiques

Les enzymes protéolytiques, qui hydrolysent les liens peptidiques, sont appelées les
peptidases. Les peptidases comprennent deux types d’enzymes: les exopeptidases qui
hydrolysent séquentiellement les acides aminés aux extrémités N ou C terminales des
protéines et les endopeptidases qui hydrolysent des liens peptidiques & ’intérieur de la chaine

d’acides aminés. Les endopeptidases sont aussi appelées protéinases (Pelmont, 1995).

2.1 Classification

Les peptidases sont classifiées selon leur mécanisme catalytique en cinq catégories :
les peptidases & sérine, les peptidases a thréonine, les peptidases a cystéine, les peptidases a
aspartate et les métallopeptidases. Les peptidases a sérine, thréonine et cystéine différent de
fagon catalytique des deux autres groupes de peptidases; elles agissent comme des
transférases. Chez ces peptidases (Ser/Thr/Cys), I’attaque nucléophile, brisant le lien
peptidique, provient d’un acide aminé et méne a la formation d’un intermédiaire covalent ;
’acyl — enzyme. Pour les deux autres groupes, I’attaque nucléophile qui provient d’une
molécule d’eau activée ne méne pas a la formation de ’acyl — enzyme. Les peptidases ou

cette attaque nucléophile est produite par le groupement hydroxyle d’un résidu sérine sont
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nommées les peptidases a sérine (Barrett et al.,, 1998:; Rawling et Barrett, 1994; Sarath et al.,
1989).

2.2 Les peptidases a sérine

Barrett et ses collaborateurs (1998), ont classé les peptidases a sérine en huit clans
incluant les peptidases a thréonine (Clan TA) di a leur forte similarité réactionnelle (tableau
11). Ces peptidases, réalisent une vaste gamme de réactions d’hydrolyse peptidique
dépendantes de leur trés grande diversité de spécificité. L’étude de ces enzymes depuis les 40
derniéres années a permis d’accumuler beaucoup d’informations sur la séquehce en
nucléotides de leur géne, sur leur séquence en acides aminés, sur leurs structures secondaire
et tertiaire, et sur les données cinétiques et thermodynamiques de réaction envers leurs
substrats et leurs inhibiteurs (Czapinska et Otlewski, 1999). Pour les subtilases (Clan SB,
famille S8), les chymotrypsines (Clan SA) et les carboxypeptidases (Clan SC), la méme
triade du site catalytique est présente (Asp/His/Ser), mais leur structure tridimensionnelle trés
différente est issue d’une évolution convergente. L’orientation géométrique des résidus
catalytiques fut conservée. De plus, les groupements adjacents qui permettent de stabiliser les

états de transition sont aussi disposés de fagon similaire (Perona et Craik, 1995).

La triade catalytique de ces peptidases catalyse 1’hydrolyse des liaisons peptidiques en
deux étapes. La premiére étape de la réaction (figure 4) est la formation d’un intermédiaire,
’acyl-enzyme, entre le substrat et le résidu de sérine de la triade catalytique. La formation de
cet intermédiaire covalent passe par un état tétraédral de transition, chargé négativement,
durant lequel le lien peptidique est clivé. La deuxiéme étape (figure 5), la déacylation, est
’hydrolyse de I’acyl-enzyme par 1’attaque d’une molécule d’eau qui libére le peptide et
régénére le groupement hydroxyle de la sérine de la triade (Barrett et al,, 1998; Dunn, 1989).
Ce mécanisme est capable d’accélérer I’hydrolyse des liens peptidiques par un facteur de plus
de 10 relativement 4 la réaction non catalysée (Perona et Craik, 1995). 1l est le méme pour les
trois clans de protéases a sérine présentant la triade Asp/His/Ser (Barrett et al., 1998). Ces
deux étapes peuvent étre divisées en cinq sous étapes qui seront décrites de fagon approfondie
pour les subtilisines afin de permettre une meilleure description des interactions substrat —

protéine.
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2.3 Les subtilisines.

Le nom subtilisine provient de Bacillus subtilis, d’ou la premicre enzyme du genre fut
isolée. La premiére enzyme connue fut la subtilisine Carlsberg de Bacillus licheniformis
(subtilisine A, subtilopeptidase A ou Alcalase Novo ™). Plusieurs enzymes de ce groupe sont
trés bien décrites: la subtilisine Carlsberg, BPN de Bacillus amyloliquefaciens (Nagarse ™,
subtilisine B, subtilopeptidase B et C, de Novo), la subtilisine 147 de Bacillus lentus
(Espérase ™), la subtilisine PB92 de Bacillus alcalophilus (Maxacal ™ et la subtilisine 309,
un variant N85S; la Savinase T'"), la subtilisine E de Bacillus subtilis (subtilisine 1168), et

autres. (Barrett et al,, 1998).
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Tableau 11 : Les résidus catalytiques, le repliement et le nombre de famille des différents
clans de peptidases a sérine.

Clan [Résidu (s) Repliement Nombre de | Exemple
catalytique (s) famille
SA His, Asp, Ser Double tonneau B 9 Trypsine
SB Asp, His, Ser Feuillet B paralléle 1 Subtilisine
SC Ser, Asp, His /B hydrolase 6 Carboxypeptidase C
SE Ser, Lys Hélice a,, B sandwich 3 Pénicilline liaison 5
SF | Ser, Lys (His) Tonneau B simple 4 TSP protéase
SH His, Ser, His Entiérement 1 Cytomégalovirus
TA Thr o, B, a, B sandwich 3 Protéasome
Autre e 8 Endopeptidase CLP
Barrett et al., 1998.
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Figure 4 : Intermédiaires de la voie catalytique d’hydrolyse d’un substrat peptidique par les
protéases a sérines présentant la triade Asp/His/Ser. Premiére étape de la
réaction : I’acylation. Numérotation de la subtilisine BPN. ES = enzyme substrat,
IT = intermédiaire tétraédrique, AE = acyl-enzyme. Adapté de Fink, A.L., 1989.
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Figure 5: Intermédiaires de la voie catalytique d’ hydrolyse d’un substrat peptidique par les
protéases a sérines présentant la triade Asp/His/Ser. Deuxiéme étape de la

réaction : la déacylation. Numérotation de la subtilisine BPN. IT = intermédiaire
tétraédrique, AE = acyl-enzyme, EP = enzyme produit. Adapté de Fink, A.L.,

1989.
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La famille des subtilisines est retrouvée chez les micro-organismes. Parmi les
subtilases (la super famille S8), il s’agit d’une des familles les mieux conservées. Elle peut
étre divisée en trois sous groupes : les subtilisines vraies (plus de 64% d’homologie avec la
subtilisine Carlsberg), les protéases alcalines (plus de 55% d’homologie) et les protéases
intracellulaires (plus de 37% d’homologie) (Siezen et Leunissen, 1997). Elles sont parmi les
enzymes les mieux connues et les plus étudiées (Heslot, 1996; Barrett et al., 1998). Un grand
nombre de structures tridimensionnelles de ces enzymes sont connues, entre autres des
complexes enzyme - inhibiteur protéique (Sienzen et Leunissen, 1997; Sienzen et al., 1991).
De multiples études ont été réalisées sur la spécificité, I’activité et la stabilité de ce groupe
d’enzymes (Liugin et Yongmei, 1997, Wells et Estell, 1988; Czapinska et Otlewski, 1999).
Ces enzymes sont largement utilisées au niveau industriel; elles résistent bien a ’effet des
détergents, elles sont produites en grande quantité par des souches modifiées génétiquement
et elles se prétent bien 4 des essais d’amélioration par mutagenése dirigée (Pelmont, 1995).
Une étude a méme porté sur 1’évolution accélérée in vitro et la sélection des recombinants

d’un mélange de 26 génes de ces protéases (Ness et al., 1999).

L’enzyme est synthétisée sous forme d’un précurseur doté 4 la fois d’un peptide signal
« prépeptide» (30 acides aminés) et d’un « propeptide » supplémentaire de 77 acides aminés.
La prépro-subtilisine est inactive (zymogene). L’activation se réalise par I’autohydrolyse de la
séquence « pro » qui joue un role primordial dans le repliement actif de I’enzyme (Pelmont,
1995). Seulement la subtilisine mature est détectée dans le milieu extracellulaire. Ces
protéinases a sérine qui présentent une triade catalytique Asp 32, His 64, Ser 221
(numérotation de la subtilisine BPN) n’ont pas de ponts disulfures et lient les ions calcium
avec une forte affinité (k, = 10’ M) (Glick and Pasternak, 1998). Trois enzymes de ce
groupe furent particuliérement étudiées : l'enzyme Carlsberg, la subtilisine BPN et la
subtilisine E. Ces enzymes présentent une forte homologie de séquence et de structure

(tableau 12, figure 6).
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Tableau 12 : Résultats des alignements de séquences non-conservateurs de trois subtilisines
connues : la subtilisine Carlsberg de Bacillus subtilis (PDB : 1CSE), la subtilisine
BPN de Bacillus amyloliquefaciens (PDB : 2SNI) et la subtilisine E de Bacillus
subtilis (PDB : 1SCJ). Réalisé a partir du logiciel Align Plus.

Subtilisine Carlsberg BPN E
Carlsberg 100,0 69,8 69,1
BPN 70,1 100,0 85,5
E 69,3 85,5 100,0

Figure 6 : Superposition de la subtilisine Carlsberg de Bacillus subtilis (PDB: ICSE; 12 A
de résolution), de la subtilisine BPN de Bacillus amyloliquefaciens (PDB : 28NI;
2,10 A de résolution) et de la subtilisine E de Bacillus subtilis (PDB : 1SCJ; 2,0 A
de résolution). RMSD : 0, 495 ("Root Mean Square Deviation"). Réalisé a partir
du logiciel MOE.
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Ce propeptide contient les informations manquantes a la protéine mature pour réaliser
son repliement complet. Le concept de repliement assisté par le propeptide fut démontré
originalement pour les protéases a sérine (Ikemura et al., 1987). Les exemples les mieux
connus sont ceux de la subtilisine BPN et de la subtilisine E de Bacillus subtilis, de la
protéase o-lytique de Lysobacter enzymogenes, et la carboxypeptidase Y vacuolaire de
Saccharomyces cerevisiae (Eder et Fersht, 1995). D’autres exemples de protéases peuvent
s’ajouter & ceux-ci : la furine, la thermolysine, la procaricain, la prohormone convertase Kex,
la cruzain et la cathepsine L qui sont des protéases a cystéine, la protéinase A une protéase a
acide aspartique et méme des métallo-protéases comme la métallo—protéase neutre de

Streptomyces cacaoi (Chang et al., 1994; Eder et F ersht, 1995; Shinde et Inouye, 2000).

Le repliement de ces enzymes en absence de leur propeptide, méme en conditions
optimales, ne permet pas I’obtention de protéases actives. Ce principe fut démontré in vifro et
in vivo (Ikemura et al., 1987; Zhu et al,, 1989). Le propeptide n’a toutefois pas besoin d’étre
lié de fagon covalente & la protéine pour remplir sa pleine fonction (Silen et Agard, 1989,
Strausberg et al, 1993a). Suite a son repliement complet, le précurseur autohydrolyse le
propeptide et le libére pour donner 1’enzyme mature (Volkov et Jordan, 1996; Li et Inouye,
1996). Ce processus de repliement catalysé a donné lieu au concept de chaperon
intramoléculaire (CIM) (Kobayashi et Inouye, 1992; Shinde et Inouye, 1993; Shinde et
Inouye, 1996).

2.3.1 Séquence et structure du propeptide

Le propeptide présente une proportion de résidus chargés plus importante que celle de
I’enzyme mature (36 et 12 % respectivement). Il présente 17 résidus chargés positivement (22
% du propeptide) pour 11 résidus chargés négativement (14 % du propeptide). La séquence
N-terminale (-77 4 —51) est chargée positivement et la séquence C terminale (-16 & —1) est
chargée négativement (le résidu N-terminal de la séquence mature étant +1 et le N-terminal

du propeptide 77 (Shinde et Inouye, 1996).
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L’activité de la prorégion fut étudiée en utilisant la mutagenése aléatoire par PCR
("polymerase chain reaction") afin d’isoler des mutants incapables de permettre le repliement
actif de ’enzyme (Lernet et al., 1990). L’isolement d’un grand nombre de mutants négatifs a
permis d’identiﬁer 25 mutations par substitution qui causent la perte du repliement
fonctionnel de I’enzyme (Kobayashi et Inouye, 1992). Environ la moitié de ces mutations se
retrouvent a Iintérieur de trois secteurs hydrophobes du propeptide identifiés H1, H2 et H3
(figure 7). Le secteur HI avait déja été identifié comme étant un secteur de forte homologie
pour les propeptides de différentes espéces de bacilles (Ikemura et al., 1987). Pour le secteur
H2, il est & remarquer que la substitution de n’importe quelle alanine pour une thréonine (A-
31T étant toujours accompagnée de I-67T) résulte en un propeptide inactif. Etant donné que
le site de liaison du substrat des subtilisines est principalement hydrophobe (Barrett et al.,
1998), la forte proportion de résidus chargés du propeptide (36%, Shinde et Inouye, 1996)

serait orientée vers le solvant (Inouye, 1991).

Shinde et Inouye (1993), de méme que Eder et ses collaborateurs (1993a et b) ont posé
I’hypothése que les chaperons intramoléculaires agissaient en abaissant la barriére

énergétique entre cet état et 1’état natif final (Figure 8).

2.4 Description détaillée de la réaction d’hydrolyse

Le domaine catalytique est composé et influencé par les trois résidus de la triade
catalytique (Asp 32 / His64 / Ser221), par le groupement NH du squelette de la sérine active
(Ser 221) et par le groupement azoté latéral de ’Asn 155 (numérotation de la subtilisine
BPN), et par les interactions des groupements latéraux du substrat peptidique avec différents
résidus de I’enzyme (Siezen et Leunissen, 1997). Par convention, selon Schechter et Berger
(1967), les résidus du substrat sont nommés P et numérotés & partir du site catalytique; P1 a
Px en direction N terminal et P1’ 4 Px’ en direction du C terminal. L hydrolyse étant réalisée

entre P1 et P1°.
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Figure 7 : Séquence du propeptide de la subtilisine E.

La fleche indique le site de coupe du propeptide. Chaque 20° résidu & partir de —1 est indiqué
par un point. Les boites H1 4 H3 présentent les sections hydrophobes (adapté de Kabayashi et
Inouye, 1992).
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Figure 8 : Voie catalytique du repliement des subtilisines. La partie B présente un schéma des
barriéres cinétiques en jeux (Adapté de Shinde et Inouye, 2000).
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Les sites correspondant de I’enzyme entrant en interaction avec ces résidus sont
appelés sites S1 a Sx (figure 9). Les résidus P1 & P4 du substrat forment un feuillet B
antiparalléle avec ’enzyme pour les clans SA et SB. Bien que ces interactions aient un rdle
primordial, il faut aussi considérer les propriétés électrostatiques, dynamiques et structurales
de I’enzyme (Fink, 1989; Lu et al., 1997).

2.4.1 La formation de I’acyl-enzyme

A. L’enzyme native et le complexe enzyme - substrat.

Le complexe enzyme - substrat est I’association de I’enzyme et du substrat sans
liaison covalente. Sa vitesse de formation est évaluée par la détermination de la constante
d’association (K ). La cinétique de la réaction peut étre décrite comme 1’équation a la figure
10. La constante K, représente le taux de formation de I’acyl-enzyme; le taux de la réaction
inverse pouvant étre considéré comme négligeable. La constante K3 représente le taux de
déacylation (Perona et Craik, 1995). La constante K, est caractéristique d’une enzyme

donnée pour un substrat donné, dans des conditions données de pH et de température.

Le Kcu exprime la vitesse de catalyse et est donc représenté par I’étape limitante de la
réaction. Pour les subtilases, la déacylation est environ 33 fois plus rapide que I’acylation qui
serait I’étape limitante. Le Ky, serait donc une bonne estimation de la constante d’association
K et le K.y est représenté a la figure 12 par K, (Wells et Estell, 1988). Le ratio K.y / K

donne une mesure de la spécificité de 1’enzyme pour son substrat (Perona et Craik, 1995).

L’interprétation correcte des constantes Ky et Ky, différe selon si I’étape limitante de
la catalyse est I’acylation ou la déacylation et elle varie selon I’enzyme ou selon le substrat

utilisé pour une méme enzyme.
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Figure 9: Représentation schématique de la relation du substrat (ou de I’inhibiteur) avec une
enzyme protéolytique du type subtilisine. La ligne ondulée correspond au site de
coupe de ’enzyme. La numérotation est celle de la subtilisine BPN. Les lignes
pointillées représentent des liens hydrogénes. Siezen et Leunissen, 1997.

K, K K;
E-OH + R-q-X E-OHeR-C-X E-O-ﬁI-R R-C-OH + E-OH
i : H,O I
@) @) ) @)
H-X
Etape limite acylation Etape limite déacylation
K3
Kcat = K2 Km = Kl Kcat = K3 Km = Kl K2 + K3 ]

Figure 10 : Cinétique de la réaction d’hydrolyse peptidique d’une enzyme agissant comme
une transférase et relation des constantes avec les paramétres de Michaelis -

Menten. Adapté de Perona et Craik, 1995.
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Quatre facteurs ont démontré une influence significative sur la cinétique de réaction
suite & la formation du complexe enzyme - substrat : I’affinité de I’enzyme pour le substrat, la
mobilité de ’enzyme, les changements de conformation de ’enzyme par rapport au substrat,
et le pH, qui influencent les trois premiers facteurs. Des exemples connus de ces quatre

facteurs seront décrits pour la subtilisine BPN.

Premiérement, il fut observé qu’en augmentant I’affinité de I’enzyme pour son
substrat (le Kp,) chez les subtilases, on modifie le Kea de fagon positive (Carter et Wells,
1988). Le triple mutant D32A, H64A et S221A, sans la triade catalytique, conserve une
activité enzymatique (K de 10° fois plus élevée que la solution sans enzyme et ce, en ne
causant que des effets mineurs sur la constante de Michaelis (Km). Cette activité serait en
partie due 4 la stabilisation de 1état de transition par le groupement azoté latéral de I’Asn 155
et des autres interactions de I’assemblage enzyme - substrat (ex : figure 9; liens hydrogénes :
Wells et Estell, 1988). Brode et ses collaborateurs ( 1996), ont étudié I’activité catalytique de
la subtilisine BPN par rapport 4 I’importance de I’adsorption de son substrat 4 sa surface. En
solution, I’activité augmente si I’affinité pour le substrat augmente. Pour un substrat fixe
cependant, I’activité diminue si D’affinité augmente due a une baisse de la mobilité de
’enzyme. La mobilité de 1’enzyme devient I’étape limitante de la réaction. Ainsi, par
mutagenése dirigée, la diminution d’affinité de I’enzyme pour la surface a augmenté sa
mobilité, ce qui a augmenté I’efficacité réactionnelle de I’enzyme. Les différentes interactions
a P’origine de I’absorption sont les interactions hydrophobes, les interactions électrostatiques

et les changements de conformation.

Certaines enzymes, comme les enzymes lipolytiques, s’activent suite a un changement
de conformation induit par interaction a I’interface de I’enzyme (Brode et al., 1996). Pour les
subtilases, c’est aussi le cas, bien qu’aucun changement de conformation majeur ne soit
observable (Schmitke et al., 1998)). L’enzyme native ne présente pas la liaison hydrogéne
entre les résidus sérine et histidine de la triade catalytique nécessaire a la réaction
d’hydrolyse. La distance et ’orientation de ces résidus ne le permettent pas dans I’enzyme
seule. La formation du complexe enzyme - substrat produit un léger mouvement du site

catalytique et permet cette liaison hydrogeéne (Perona et Craik, 1995).
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Plusieurs protéines présentent un maximum d’adsorption a la surface de I’enzyme
(fixation) & leur point isoélectrique qui serait dii & une maximisation des changements de
conformation pour une minimisation des répulsions électrostatiques (Brode et al, 1996). Le
pH a un effet non négligeable 4 la fois sur la liaison du substrat (Km), et sur ’efficacité
catalytique (Kcq) (Carter et Wells, 1988). L’activité des subtilisines augmente entre les pH 6 a
8 (pKa ~ 7,2) durant lequel I’histidine 64 est déprotonée. La constante de Michaelis varie
dans le méme sens que le pH pour des valeurs légérement basique. Il y a cependant une baisse
d’activité de la subtilisine BPN entre les pH de 9,5 a 11, qui serait due & I’ionisation d’un
résidu tyrosine entrant en contact avec le substrat. Ce résidu pourrait étre le Tyr104 dans la
pochette P4 ou le Tyr217 dans la pochette P1 (ou les deux). La mutation du Tyr104 par .une
phénylalanine a augmenté I’efficacité de I’enzyme a pH basique (Wells et Estell, 1988).

B. L’état de transition et I’intermédiaire tétraédrique.

Suite a la formation du complexe enzyme - substrat, 1’oxygéne de la fonction
hydroxyle de la sérine 221 transférera son proton au noyau imidazole de I’histidine 64 pour
effectuer son attaque sur le groupement carbonyle du lien clivé. Cette étape passe par le
premier état de transition de la réaction formant un intermédiaire tétraédrique (figure 4, IT)).
Des liens hydrogénes (par le groupement NH du squelette de la sérine active (Ser 221) et par
le groupement azoté latéral de I’Asn 155) viennent polariser le lien carbonyle qui subit
Iattaque de fagon 4 stabiliser cet intermédiaire et I’oxyanion qui en résulte (figure 4). Cette
pochette d’interactions, pour I’oxyanion, fut décrite pour un grand nombre de protéases et est
communément appelée « oxyanion hole » (Fink, 1989). Cette pochette de stabilisation fut

retrouvée dans tous les sites actifs de protéases & sérine connues (Whiting et Peticolas, 1994).

L’Asp32 vient influencer le noyau imidazol de I’histidine de fagon a permettre
I’échange du proton et procure une compensation qui stabilise 1’intermédiaire en empéchant
le développement d’une charge positive sur I'imidazol. Les liens hydrogénes qui stabilisent
I’oxyanion ont aussi un réle similaire en compensant le développement d’une charge négative
(figure 4) (Perona et Craik, 1995). L’orientation de 1’acide aspartique de la triade par rapport

a Phistidine ne serait pas aussi bien conservée que celle de la sérine par rapport & I’histidine.
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Une expérience menée sur la trypsine a méme démontré que le groupement carboxylé de
I’Asp102 peut étre déplacé a la position 214, un déplacement de 40°, tout en conservant une
forte activité catalytique. Il est donc approprié de parler de I’action de deux dyades
catalytiques (Ser-His et Asp-His) plut6t que d’une triade. Finalement, la possibilité que I’ Asp
regoive I’hydrogéne de I’histidine semble ne pas é&tre supportée par les évidences

expérimentales et théoriques (Perona et Craik, 1995).

L’interaction de I’Asn155 avec 1’oxyanion fut démontrée par les travaux de Wells et
ses collaborateurs (1986). Le remplacement de 1’Asn par Thr, His ou GIn résulte en une
diminution du K.y de deux a trois fois sa valeur normale, avec seulement un changement
mineur pour le K. Un indice du rle de I’Asn155 est apporté par le fait qu’une diminution de
stabilité de 2.2 4 4.7 Kcal / mol fut observée pour I’état de transition suite 4 ces modifications.
Un troisiéme résidu interagirait (en plus de la Ser221 et de I’Asn155), la Thr220, bien que son
Oy soit 4 4 A de I’oxyanion. Cette stabilisation a distance agirait en influengant le potentiel
électrostatique du site actif. Des perturbations significatives du pKa de I’His64 surviennent
suite & des mutations de résidus chargés de la surface de 1’enzyme, ces résidus étant & 12 & 20
A du site actif. Des mutations similaires de résidus chargés ont aussi affecté la stabilité de
I’état de transition d’un inhibiteur. Des interactions électrostatiques & distance peuvent donc
influencer légérement, mais de fagon significative, la stabilité de 1’état de transition (Perona et
Craik, 1995).

O’Connell et ses collaborateurs (1997), ont étudié le role de I’Asn155 dans la
stabilisation de I’oxyanion, l’intermédiaire tétraédrique. Ils ont étudi€ comment ces
interactions hydrogénes pourraient contribuer & D’efficacité enzymatique de la subtilisine
BPN, par I’abaissement du pKa de I’oxyanion formé. Pour la trypsine et la chymotrypsine,
une telle étude par mutagenése dirigée est impossible étant donné que les deux ponts
hydrogenes stabilisateurs sont fournis par des groupements NH du squelette de I’enzyme. Ils
ont démontré que I’Asn155 a un rdle significatif mais mineur pour 1’abaissement du pKa qui
serait plutét dii & I’interaction de ’oxyanion avec le cation imidazol de I’histidine du site actif
(pour un complexe inhibiteur de chlorométane). Le rdle principal des liens hydrogénes avec

I’oxyanion serait la solvatation localisée de celui-ci. Dans le méme laboratoire, O’Sullivan et
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ses collaborateurs (1999), ont étudié comment la valeur pK, de I’oxyanion de I’intermédiaire
tétraédrique est affectée par la liaison des différents résidus S1 a S4 et ce, pour la subtilisine
BPN et la Chymotrypsine. Les substrats utilisés pour I’étude sont des dérivés de chlorométane
présentant différents résidus aux positions P1 & P4. Il fut démontré, que lorsque le résidu P1
est la phénylalanine, le pKa de I’oxyanion est indépendant des résidus P2 & P4. Cependant,
lorsque le résidu P1 est le tryptophane ou la leucine, le pK, de I’oxyanion augmente et il peut

étre influencé par les résidus en position P2 4 P4.

Ces résultats ne sont cependant pas en accord avec les données cinétiques (K et Kear)
présentées par d’autres études pour des substrats peptidiques équivalents. Les modifications
du pKa présentées ne seraient pas causées par la liaison du résidu P1 dans la pochette S1. Une
conformation différente de I’intermédiaire tétraédrique formé par le chlorométane
expliquerait cette divergence des résultats (O’Sullivan et al,, 1999). Ceci remet en cause les
résultats présentés auparavant sur ’effet des liens hydrogénes sur le pKa de 1’oxyanion
(O’Connell et al., 1997).

C. L’acylenzyme.

Comme mentionné auparavant, pour les subtilases, ’acylation est 1’étape limitante de
la réaction d’hydrolyse. Plusieurs facteurs affectant I’acylation affecteront auési la
déacylation qui procéde par une voie similaire (Fink, 1989). La stabilité de 1’acylenzyme peut
entre autre étre un facteur diminuant le taux de déacylation. Si la stabilité de ’acylenzyme est
augmentée, 1’énergie d’activation nécessaire a la déacylation sera plus élevée et le taux de
déacylation sera plus bas (Tonge et Carey, 1990). Ces considérations sont abordées dans la

section qui suit.

2.4.2 La déacylation

La deuxiéme étape, la déacylation, est I’hydrolyse de 1’acylenzyme par I’attaque d’une
molécule d’eau qui libére le peptide et régénére le groupement hydroxyle de la sérine de la
triade (Barrett et al,, 1998). La force majeure responsable de la catalyse serait la distorsion
non — planaire du lien a cliver, par I’enzyme, qui diminuerait 1’énergie d’activation de

I’hydrolyse (Fink, 1989). La déacylation sera influencée principalement par trois facteurs : la
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protonation de I’histidine du site réactif, la stabilité du second état de transition et I’affinité de

I’enzyme pour son substrat.
A. Le second état de transition.

L’histidine du site actif agit comme une base transférant un groupement hydroxyde au
lien carbonyle de I’acylenzyme (par interaction avec une molécule d’eau : figure 5). Les
travaux de Whiting et Peticolas (1994) ont démontré que I’activité de cette base est fortement
influencée par le pH, le pKa de I’histidine étant aux environs de 7. A des pH inférieurs 4 7, le
taux de déacylation de la subtilisine BPN diminue trés rapidement a cause de la protonation
de I’histidine du site actif. Sa vitesse de déacylation est 100 fois plus rapide a pH 8,6 qu’a pH
5.

Les travaux de Whiting et Peticolas (1994) ont aussi démontré que la stabilisation du
second état de transition est une étape importante pour la déacylation. Par mutagenése dirigée,
ils ont démontré que la N155G subtilisine BPN présente un taux de déacylation 84 fois plus
lent que I’enzyme native pour le p-(dimethylamino)benzoylimidazolide. Les interactions
hydrogeénes de « I’oxyanion hole » serviraient aussi 4 la stabilisation du second état de
transition. De plus, la force des liens hydrogénes de « I’oxyanion hole » serait le déterminant
majeur du taux de déacylation. Ces interactions augmenteraient en force de pH 5 a pH 8,3

(évaluation par différence de spectroscopie Raman).

Ces résultats sont en accord avec ceux de Tonge et Carey (1990), qui ont étudié la
corrélation entre la longueur du lien carbonyle de ’acylenzyme pour une protéase & sérine et
sa réactivité. Il fut démontré que la longueur du lien carbonyle est corrélée a I’énergie libre
d’activation de la réaction de déacylation et est dépendante de la force du lien hydrogéne
formé par la présence de différents résidus a la position 155. Plus le lien hydrogéne formé est
fort, plus le lien carbonyle est court et plus le taux de déacylation est élevé. Cette
augmentation de réactivité serait due a une légére distorsion de I’état d’équilibre de
’acylenzyme en faveur de I’intermédiaire de 1’état de transition. La diminution de longueur

de la liaison carbonyle peut favoriser la formation d’une charge négative sur I’oxygéne. Cette
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charge négative diminuerait la densité électronique du carbone carbonyle et ainsi favoriserait
I’attaque nucléophile (figure 5). Cependant, d’autres facteurs viennent agir sur le taux de
déacylation. Par exemple, pour un méme substrat, avec un lien carbonyle ayant la méme
longueur, la subtilisine Carlsberg présente une valeur de K3 de 0,31 (S') comparativement a
0,13 pour la subtilisine BPN (Tonge et Carey, 1990).

B. Le relachement de la séquence N-terminale.

L’affinité de I’enzyme pour son substrat modulera la vitesse a laquelle la séquence N-
terminale sera relichée. Par exemple, une affinité trop grande, un nombre trop élevé
d’interactions peut porter un substrat & demeurer indéfiniment absorbé & I’enzyme ; c’est ce
que I’on appelle un inhibiteur. L’affinité de la plupart des peptidases a sérines pour leurs
inhibiteurs provient principalement de la liaison du résidu P1 dans la pochette S1 (Lu et al,
1997). McPhalen et James (1988), ont comparé la structure de la subtilisine Carlsberg
complexée a I’églin — C (un inhibiteur protéique provenant d’Hirudo medicinalis ; une
sangsue) et de la subtilisine BPN complexée & I’inhibiteur CI — 2 (« chymotrypsine inhibiteur
2 »; des grains d’orge : Figure 11 et 12).
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Figure 11 : Emplacement des pochettes de spécificité P4 a P2’ (selon Barrett et al,, 1998) du
complexe enzyme inhibiteur de la subtilisine Carlsberg et de ’eglin — C (PDB :
1CSE). Les résidus sous forme d’une fine ligne sont ceux de 1’inhibiteur.
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Figure 12 : Résidus entrant en interaction (selon Barrett et al, 1998) entre I’enzyme et
I’inhibiteur, pour le complexe enzyme inhibiteur de la subtilisine BPN complexée
a CI — 2 (PDB : 2SNI). Les résidus sous forme d’une fine ligne sont ceux de
P’inhibiteur.
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Douze résidus de I’inhibiteur forment 134 contacts de moins de 4 A avec 25 résidus de
I’enzyme Carlsberg et 11 résidus du deuxi¢me inhibiteur forment 134 contacts avec 22
résidus de 1’enzyme BPN. De plus, les résidus P4 des inhibiteurs s’apparient parfaitement a la
pochette S4 de I’enzyme. Comme mentionné précédemment, ces interactions sont similaires a
celles de I’enzyme pour son propeptide. L’affinité du site de liaison de I’enzyme pour son

substrat est donc le facteur primordial du reldchement de la séquence N terminale.

Chapitre 3 : Les lactobacilles.

Les lactobacilles font parti du groupe des bactéries lactiques. Il s’agit du plus
important groupe de microorganismes probiotiques habituellement associé au transit
intestinal. Déja en 1908, Metchnikoff considérait que la longévité de certaines personnes était
associée 4 leur consommation de produits laitiers fermentés (Holzapfel, et al., 2001). A cette
époque, des études avaient été réalisées sur la taxonomie et I’écologie microbienne de

‘

I’intestin,

Traditionnellement, les bactéries lactiques ont été classifiées sur la base de leurs
propriétés phénotypiques : leur morphologie, leur mode de fermentation du glucose, leur
croissance a différentes températures, le type d’acide lactique produit et leur profil de
fermentation de différents sucres. Toutefois, avec ’avénement de la biologie moléculaire, il
s’avére que certains regroupements générés sur la base des phénotypes et du profil de
fermentation ne correspondent pas avec les branchements phylogénétiques (Schleifer, 1987;
Holzapfel, et al.,, 2001; Nigatu, 2000). Les méthodes phénotypiques furent ainsi améliorées
pour inclure maintenant les analyses des composantes de la paroi cellulaire et des protéines

cytoplasmiques (Klein, et al., 1998; Yeung, et al., 2002; Stiles et Holzapfel, 1997).

Pour les bactéries lactiques, des systémes d’identification basés sur le profil de
fermentation des sucres furent développés, mais leur utilisation demande de compléter
I’information 4 I’aide d’outils génomiques pour assurer la validité de I’identification (Nigatu,
2000; Boyd, et al., 2005; Yeung, et al., 2002; Moreira, et al., 2005). Ainsi, I’identification et

’étude des branchements phylogénétiques se basent maintenant sur les méthodes génomiques
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incluant I’hybridation de I’ADN, I’électrophorése en champs pulsés (PFGE), sous gradient
dénaturant (DGGE) ou encore sous gradient de température (TTGE), I’amplification aléatoire
par PRC (RAPD-PCR), I’analyse des plasmides, I’analyse par enzyme de restriction (REA),
’analyse de secteurs particuliers de I’ADN ribosomal (ARDAR, 16S-23S régions intergénes,
), (Holzapfel, et al., 2001; Klein, et al., 1998; Moreira, et al., 2005; Han, et al., 2005; Rossetti
et al, 2005; Theunissen, et al., 2005; Yeung, et al., 2004; Kwon, et al., 2004; Ogier, et al.,
2002; Baele, et al., 2002; Ercolini et al., 2001).

Une revue des différentes techniques moléculaires couramment utilisées fut produite
par Satokari et ses collaborateurs (2003). L’utilisation de ces approches génomiques est aussi
utile dans un contexte industriel pour caractériser et produire une empreinte génétique des
microorganismes utilisés, pour effectuer des controles de qualité, pour surveiller ’utilisation
de souches bactériennes protégées et pour déterminer la relation entre différentes souches

industrielles et celle utilisées en recherche (Yeung, 2004).

Il s’avere que la comparaison des séquences des génes de I’ARN ribosomal serait la
technique la plus puissante et rigoureuse pour déterminer les relations phylogénétiques entre
les microorganismes (Holzapfel, et al., 2001), mais aussi une technique utilisée pour étudier
des flores complexes (Byun, et al, 2004, Pavlova, et al, 2002, Kim, et al, 2005) ou
développer des méthodes diagnostiques rapides (Christensen, et al, 2004). La grande
abondance de séquences d’ADN de ces génes de bactéries lactiques (plus de 100 : NCBI)
permet d’utiliser la séquence du géne de ’ARN 16S pour identifier un grand nombre de
microorganismes. Il s’agit d’une technique particuliérement utile pour les groupes bactériens

trés apparentés comme les lactobacilles du groupe des acidophilus (Yeung, et al., 2002).

Les études génomiques effectuées permettent maintenant de classer les bactéries
lactiques sous dix principaux genres: Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, Carnobacterium, Tetragenococcus et
Bifidobacterium. Ce groupe est défini comme des bactéries Gram positives, catalase négative,
microaérophiles ou anaérobiques, ne formant pas de spore. Les bactéries Gram positives sont

divisées en deux branches principales de fagon phylogénétique et les bactéries lactiques
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appartiennent 4 I’axe des faibles contenus en G + C (moins de 50%). Le genre
Bifidobacterium constitue la seule exception a cette régle, mais il est tout de méme considéré
comme appartenant aux bactéries lactiques & cause de ses similitudes physiologiques et
biochimiques et dii au fait qu’il partage la méme niche écologique principale : le tractus

intestinal (Klein, et al., 1998).

Parmi les bactéries lactiques, le genre Lactobacillus est le plus hétérogéne englobant
un large spectre de phénotypes, de propriétés physiologiques et biochimiques. Il regroupe le
plus grand nombre d’espeéces et il est divisé en trois sous groupes caractérisés par leur
capacité de fermentation : les homofermentaires strictes, les hétérofermentaires facultatives et
les hétérofermentaires strictes (Axelsson, 1998; Prescott et al, 1995; Stiles et Holzapfel,
1997). Cette caractéristique provient de leur métabolisme des sucres qui ne produit que de
I’acide lactique (homofermentaires strictes) sans production de CO, ou qui produit différents
acides organiques et du CO, (hétérofermentaires). Ces trois groupes sont habituellement
connus respectivement sous le nom du groupe des acidophilus, du groupe des casei et du
groupe des fermentum considérant des espéces importantes de chacun de ces groupes (tableau
13) (Holzapfel, et al., 2001; Stiles et Holzapfel, 1997; Klein, et al., 1998).

Les bactéries du genre Lactobacillus sont en général tolérantes a I’acide avec des pH
optimaux de croissance de 5,5 & 6,2. Certaines espéces particuliérement résistantes peuvent
réduire le pH de certains aliments fermentés jusqu’a une valeur de 4 permettant ainsi une
meilleure conservation de ces produits (Stiles et Holzapfel, 1997). Leurs valeurs limites de
croissance se situeraient entre pH 4 et 7,2. Elles ont des exigences complexes et variables en
ce qui concerne les acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les
glucides fermentescibles et ont un large spectre pour la température de croissance allant de 2

a 53 °C (Axelsson, 1998; Prescott et al., 1995; Stiles et Holzapfel, 1997).
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Tableau 13: Principales divisions & Dintérieur du genre Lactobacillus basé sur les
caractéristiques phénotypiques. Le représentant de chacun des groupes est
présenté en caractéres gras.

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3
Homofermentaires strictes Hétérof.ermentaires Hétérofermentaires strictes
facultatives

L. acidophilus L. acetotolerans L. brevis

L. amylophilus L. agilis L. buchneri

L. amylovorus L. alimentarius L. collinoides

L. aviarius L. bifermentans L. fermentum
subsp. araffinosus L. casei L. fructivorans
subsp. aviarius L. coryniformis L. fructosus

L. crispatus subsp. coryniformis L. hilgardii

L. delbrueckii subsp. torquens L. kefir
subsp. bulgaricus L. curvatus L. malefermentans
subsp. delbrueckii L. graminis L. oris
subsp. lactis L. hamsteri L. panis

L. farciminis L. homohiochii L. parabuchneri

L. gallinarum L. intestinalis L. parakefir

L. gasseri L. murinus L. pontis

L. helveticus L. paracasei L. reuteri

L. jensenii subsp. paracasei L. sanfrancisco

L. johnsonii subsp. tolerans L. suebicus

L. kefiranofaciens L. paraplantarum L. vaccinostercus
subsp. kefiranofaciens | L pentosus L. vaginalis
subsp. kefirgranum L. plantarum

L. mali L. rhamnosus

L. ruminis L. sake

L. salivarius
subsp. salicinus
subsp. salivarius

L. sharpeae

Tiré de Stiles et Holzapfel (1997).
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Stiles et Holzapfel (1997) présentent une revue intéressante du genre Lactobacillus
avec une description des différents habitats et des espéces appartenant aux trois groupes
mentionnés auparavant. Il faut bien mentionner que les lactobacilles sont rarement pathogénes
et généralement reconnues comme sécuritaires pour la santé humaine. Elles font entre autres
parties de la flore normale du corps humain au niveau du systéme digestif et du vagin. Outre
leur utilisation probiotique, elles ont une grande importance en alimentation et sont utilisées
pour les caractéristiques de gofit, d’arbme, de texture et de conservation qu’elles conférent
aux aliments. Elles sont notamment retrouvées dans les laits fermentés, les kéfirs, les l[égumes
fermentés ainsi que plusieurs produits carnés (Stiles et Holzapfel, 1997, Axelsson, 1998;

Prescott et al,, 1995; de Roissart et Luquet, 1994).
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Problématique

Le lactosérum est le principal sous-produit de la fabrication du fromage. Ce liquide
riche en sucre (50 g/L de lactose) contient des protéines ayant une forte valeur nutritionnelle
et santé (Yalcin, 2006; Marshall, 2004). De plus, aucune technologie ne permet actuellement
de valoriser le lactosérum de fagon rentable a des volumes inférieurs a 250 000 litres
transformés par jour. A cette fin, une nouvelle technologie fut développée pour valoriser le

lactosérum par fermentation : la technologie Valactis™.

Cette technologie permet, par la modification des conditions de cultures, des variables
de récupération et des souches bactériennes utilisées, la production d’une nouvelle gamme
d’ingrédients bioactifs: les MPM (Matrices Protéiques Malléables). Les MPM se
caractérisent par leur grande valeur fonctionnelle technologique (ex: propriétés
émulsifiantes) et biologique (ex : simulation immunitaire). Ces propriétés fonctionnelles et
leur origine naturelle en font des ingrédients de choix pour le marché de I’alimentation

fonctionnelle et des nutraceutiques.

Ainsi, la technologie Valactis™ présente beaucoup dintérét a la fois pour son
potentiel technologique de traitement du lactosérum, mais aussi pour les qualités
fonctionnelles des ingrédients bioactifs obtenus. Les composantes des MPM (protéines et
peptides de lactosérum, bactéries lactiques probiotiques, calcium et exopolysaccharide (EPS))
présentent des effets bénéfiques pour la santé largement documentés dans la littérature de
facon individuelle. La production des MPM permet de regrouper ces ingrédients biologiques
a Dintérieur d’une nouvelle gamme de produits présentant des propriétés fonctionnelles
(technologiques et biologiques) exclusives qui facilitent leur intégration dans un trés large
éventail d’applications. Il s’agit du concept MPM qui a donné lieu & une multitude de travaux
sur ’optimisation de la production, la caractérisation des produits obtenus et les possibilités
d’applications de ces produits. Ce concept sera décrit du point de vu de la technologie et des
produits, de la caractérisation des microorganismes utilisés et d’une possibilité de production

d’enzymes protéolytique pouvant étre ajoutées au procéde.
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Hypothése

Hypothése principale.

Il est possible, a partir d’une nouvelle technologie de fermentation du lactosérum, de

produire une nouvelle gamme d’ingrédients laitiers (les MPM) qui seront fonctionnels d’un

point de vue biologique et technologique.

Hypothéses secondaires.

Les produits obtenus par la technologie Valactis™ présentent des fonctionnalités
biologiques et technologiques utilisables dans différents domaines.

Les bactéries utilisées par la technologie Valactis™ appartiennent a I’espéce L.
kéfiranofaciens et présentent des caractéristiques uniques.

Il est possible d’utiliser les streptomycetes afin de produire des enzymes
protéolytiques qui pourraient étre ajoutées a la technologie Valactis™.

Objectifs

Caractériser les propriétés technologiques des MPM.
Identifier et caractériser les souches bactériennes isolées des grains de kéfir.

Modifier une enzyme par mutagénése dirigée afin d’améliorer son activité
protéolytique sur I’agglomération des protéines du lactosérum.

Sélectionner, isoler et cloner des génes codant pour des enzymes pouvant permettent
une hydrolyse appropriée des protéines du lactosérum.

Sélectionner les clones positifs, purifier et caractériser sommairement une enzyme.

Moyens pour atteindre les objectifs

1. Les propriétés technologiques des MPM seront évaluées en systémes modeles

(yogourt et sauce a salade: Turgeon et al. 1996) en mesurant la viscosité et la
consistance (Adams and Birdsall, 1946), la synérése (Keohgh et al.,1995), les
capacités émulsifiantes (Kulmyrzaev et al., 2000) et le drainage (visuel).



52

2. L’identification des bactéries se fera par la caractérisation du profil de fermentation
des sucres (API 50CH; bioMérieux REF 50 410 et 50 300) et elle sera confirmée par
le séquengage de I’ARN 16S (Yeung, et al., 2002).

3. La caractérisation des souches se fera par la description des particularités qui
distinguent les bactéries lactiques (Stiles et Holzapfel, 1997) en comparaison avec les
souches de référence de ’ATCC de I’espéce L. kefiranofaciens (ATCC 43761 et
ATCC 51647).

4. La séquence protéique des subtilisines sera analysée en fonction de leurs spécificités
afin de proposer des sites de mutation (Barrett et al., 1998).

5. La sélection des génes sera effectuée a partir du génome de Streptomyces .coelicolor
(www.sanger.ac.uk/Projects/S_coelicolor/scheme.shtml) et les génes sélectionnés
seront isolés du génome de Streptomyces lividans (Hopwood et al., 1985) et clonés a
Pintérieur de S. lividans 10-164 (Hurtubise et al., 1995).

6. La sélection des clones positifs se fera sur milieu Stewart (Prescott et al., 1995)
contenant 2,5% de lait écrémé, la purification par HPLC et la caractérisation
sommaire de I’enzyme sera effectuée par spectrophotométrie en utilisant les substrats
succinyl-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-X-p-nitroanilide (Pelmont, 1995).

Description de la structure et du contenu de la thése

Tel que stipulé dans le réglement adopté le 14 juillet 2004 par le comité de programme
du doctorat en biologie de I’INRS-Institut Armand-Frappier, la thése comporte une revue de
littérature exhaustive, les articles et brevets produits, une discussion/conclusion globale et une
page faisant état des contributions & I’avancement des connaissances. La contribution
spécifique de I’étudiant aux travaux présentés est expliquée a chacun des chapitres sur la page
de présentation du chapitre. Les articles, manuscrit et brevet sont présenté dans la forme de

leur dép6t a la demande de la présidente du jury.

L’axe principal du projet est la technologie Valactis™ de production des MPM. La
figure 13 présente le contenu des chapitres, des brevets, de I’article publié et des manuscrits a
soumettre ou en préparation. Une section « autres contributions » contient deux autres

brevets, un autre article publié ainsi que deux manuscrit Soumis.
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Revue de littérature

Chapitre 1 : Le lactosérum, les procédés de valorisation, les protéines et les facteurs
affectant leur agglomération.
Chapitre 2 : Les enzymes protéolytiques : catégories et mécanismes d’action.
Chapitres 3 : Les lactobacilles : principalles caractéristiques.

v

Résultats et discussions

Chapitre 4. Description compléte de la technologie et des MPM : les composantes,
les propriétés fonctionnelles, les méthodes de production et les applications.
Manuscrit soumis en révision et brevet en phase internationale.

v

Chapitre S : Les souches bactériennes; caractérisation et identification.
Manuscrit en préparation et brevet en phase internationale.

v

Chapitre 6 : Production d’enzymes protéolytiques a partir des streptomycetes.
Manuscrit soumis en révision.

v

Discussion et Conclusion générale

.

Autres contributions

Chapitre 7 : Effets protecteur de L.kefiranofaciens en inflammation intestinale.
Manuscrit soumis.
Chapitre 8 : Intéréts sociaux-économiques des MPM.
Article publié.
Chapitre 9 : Applications particuliéres des exopolysaccharides.
Brevet en phase internationale : formulation de médicaments.
Brevet en phase internationale : nouvelle approche de vacin anti-cancer.

Chapitre 10 : Utilisation des MPM comme produit cosméceutique.
Manuscrit soumis en révision

Figure 13 : Structure de la thése en lien avec les différentes publications et brevets déposés ou
publiés.
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Résultats

Chapitre 4 : Description compléte de la technologie; les composantes,
les propriétés fonctionnelles, les méthodes de production et les
applications des MPM.

Contenu du chapitre : manuscrit en préparation et brevet en dép6t international.
Manuscrit en préparation :

Simard, E., Smith, P., Mondou, M.H., Ferguson, M., Pilote, D., Goyette, P., Dupont, C.,

Lajoie, N., Lapointe, J.F., Lemieux, P. 2005. Nutritional and Functional Properties of a
Novel Fermented Whey-Based Product. 40 pages.

Brevet :

Simard, E., Pilote, D., Dupont, Lajoie, N., Paquet, M., C., Lemieux, P., Goyette, P. 2001.
International 2002. Malleable protein matrice and uses theroef. PCT/CA2002/01988. 92
pages.

Contributions : Définition des différents projets de 1995 & 1999 et contribution majeure a
I’élaboration, a ’encadrement et a la réalisation des projets en collaboration avec Claude
Dupont depuis 1999. Obtention de subventions de recherche comme demandeur principal.
Contribution majeure a 1’élaboration du projet CRSNG-Stratégique d’une durée de 5 ans et
obtention des fonds en collaboration avec Claude Dupont, Pierre Lemieux, Frangois Shareck
et Daniel Oth. Réalisation d’une vaste revue des brevets existants, rédaction compléte du

brevet et révision du brevet pour son dép6t international.

J’ai effectué la revue de littérature sur les technologies existantes et toutes les différentes
facettes du brevet. J’ai eu une contribution majeure a la revue de littérature de 1’article, 4 la
rédaction, a la compilation des données et & la coordination. J’ai aussi participé de fagon
majeure a ’encadrement des différentes activités de fermentation et j’ai directement encadré
et dirigé les activités de caractérisation des fonctionnalités technologiques des MPM et de

formulations alimentaires.
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4.1 Manuscrit soumis en révision

Simard, E., Smith, P., Mondou, M.H., Ferguson, M., Pilote, D., Goyette, P., Dupont, C.,
Lajoie, N., Lapointe, J.F., Lemieux, P. 2005. Nutritional and Functional Properties of a

Novel Fermented Whey-Based Product. 40 pages.

Manuscrit soumis 4 « The American Journal of Clinical Nutrition (MS 21460)» et
refusé avec pour raison qu’il s’agissait d’un article de science alimentaire et non de nutrition.
Des modifications ont été apportées pour ajouter des aspects de nutrition et préparer sa

prochaine soumission.

J’ai eu une contribution majeure 4 la revue de littérature de Iarticle, a la rédaction, a la
compilation des données et & la coordination. J’ai aussi participé de fagon majeure a
I’encadrement des différentes activités de fermentation et j’ai directement encadré et dirigé
les activités de caractérisation des fonctionnalités technologiques des MPM et de

formulations alimentaires.
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ABSTRACT

A whey protein-based product, described as a yogurt-like malleable protein matrix
(MPM), is presented in this paper. This novel product is obtained by fermenting sweet
whey with proprietary lactic acid bacteria from the Lactobacillus genus, followed by a
protein-specific recuperation procedure. The MPM consists mainly (wt/wt), of water
(80%), protein (8%), minerals (6%, of which calcium comprises 1,5%), carbohydrate
(5%), fat (1%) and bacteria (6X10'!/ 100g). These components are found within the MPM
as essential amino acids, vitamins of the B group and valuable proteins and peptides. The
latter include proteins and peptides with thiol (-SH) groups, immunoglobulins, lactoferrin
and an entity with transforming-growth factor like activity. The MPM has unique
nutritional value and, it is proposed that its use as a fat substitute could provide significant
health benefits for individuals with obesity-associated hyperlipidemia, inflammation and
hypertension. In this study, we replaced the fat (20-40%)Iin 2 food formulations (yogurt
and salad dressing) using the MPM, without affecting the texture or stability of the
formulated products. The MPM described is, therefore, a unique nutritional ingredient

that could be used in a variety of functional foods to proffer potential health benefits.
Key words: whey protein, LAB fermentation, ingredient, functional food,

Abbreviation key: MPM = malleable protein matrix. BOD = biological oxygen demand.
LAB = lactic acid bacteria. RT-PCR = reverse transcriptase-polymerase chain reaction.
WSE = water soluble extract. AA = amino acids. EPS = exopolysaccharides.
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INTRODUCTION
Cheese-whey is the residual liquid obtained during cheese manufacturing. Depending on
the type of cheese, it can be up to 90% of the original volume of the milk used in the
manufacturing process, and contain approximately 50% of the initial constituents
(Bylund, 1995). Whey was, for a long time, regarded by cheese makers as a problematic
by-product because of the high volumes generated which, due the lactose content, have
high biological oxygen demand (BOD) (Siso, 1996). Recently, however, a great deal of
effort has been put into demonstrating the biological activities and benefits to human
health of whole, individual and fractionated whey proteins and peptides (Bounous, 2000;
Brock, 2002; Cross and Gill, 2000; Fitzgerald and Meisel, 2003; Floris et al., 2003; Gill
and Cross, 2000; Ha and Zemel, 2003 and Smithers, et al., 1996). Recognition of the
versatile functional properties (de Wit, 1989; de Wit, 1998; Morr and Ha, 1993) and high
nutritional quality of whey proteins (de Wit, 1998; Ha and Zemel, 2003; Hambreus, 1992
and Smithers et al., 1996) together with the development of fractionation and conversion
technologies has meant that many value-added products and ingredients from whey have
begun to appear on the market (Horton, 1998; Huffman and Harper, 1999; Timmer and
van der Horst, 1998). The development of new functional foods and nutraceuticals based
on these whey proteins, or fractions of them, has been identified as one of the main
driving forces in the whey (and dairy) industry of the future (Affertsholt, 2004; Hort‘on,

1998; Maurice, 2001).

Probiotics have been defined as «living micro-organisms, which upon ingestion in certain
numbers exert health benefits beyond inherent general nutrition» (Guarner and

Schaafsma, 1998).  This definition is, however, evolving to include inactived
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microorganisms or parts of their cell structures (Ouwehand et al., 2002). Probiotic strains
are generally members of the lactic acid bacteria group (LAB) encountered in fermented
dairy products (Stiles and Holzapfel, 1997). Amongst that group, lactobdcilli are the most
frequently used probiotics (Ouwehand, et al., 2002). Many clinically proven health
benefits of probiotics have been reported in the literature (Duggan et al., 2002;
Ouwehand, et al., 2002; Sartor, 2005; Sullivan and Nord, 2005; Tamboli et al., 2003). As
a result of this recent research and publicity, consumer demand for cultured and/or
probiotic-containing dairy products is strongly increasing (Berry, 2005 and Chandan,

1999).

Cultured products from whey are highly suited to satisfying the new and increasing
consumer demand for functional foods with health benefits. A novel protein-based whey
product has recently been developed (Simard et al., 2006). This product is obtained by
fermenting sweet whey with a proprietary lactic acid bacterium from the Lactobacillus
genus followed by protein-specific recuperation procedure. The resulting product,
described as a malleable protein matrix (MPM), exhibits a yogurt-like texture. In this
paper we have identified the biochemical composition and some of the functional
properties of the MPM. The use of the MPM as a fat substitute in different foods is
described and the potential nutritional value and health benefits of the MPM are

discussed.
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MATERIAL AND METHODS

Preparation of the MPM

The MPM are produce by Technologie Biolactis inc. at industrial scale by twelve hours
fermentation of Lactobacillus Kefiranofaciens R2C2 strain, follow-up by the addition of
calcium chloride 0,3% (wt/vol) and the adjustment of the pH to 7,5 with NaOH. The
agglomerate proteins were recovered with a VNPX710 clarifying unit of Alpha Laval
(Alfa Laval, Sweden) and the consistency at 14°C, evaluated by a USDA consistometer
spreading plate with concentric chart (Adams and Birdsall, 1946). The consistency was
adjusted to a yoghurt-like for a value of eight on the chart by clarifying recuperation

ajustement.

The pH of the coagulated whey protein was measured with an Ag-AgCl flat surface

electrode for solid food (Orion, Beverly, MA, USA).
Analysis of the MPM

Compositional analysis of the MPM. Compositional analysis was performed by.
Bodycote Canada (Laval, QC, Canada). Protein, fat, moisture, vitamins and ash were
determined using the methods of the Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
1990). Lactose content was determined using a Lactose/D-galactose enzymatic test kit
(Boehringer Mannheim Biochemical Inc, Indianapolis, IN, USA). All minerals and oligo-
elements (Ca, Cu, Fe, K, Na, Mg, Mn, Zn, Se) were determined by an atomic absorption
spectrophotometric method (AOAC, 1990) while phosphorus was evaluated by a UV

spectrophotometric method (Allen, 1940). The lactic acid bacterial (LAB) count was also
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evaluated under anaerobic condition using the RCW media (Kojima and al, 1993). Amino
acid (AA) analysis was performed using acid hydrolysis followed by the Pico-Tag

method (Water Co, Milford, MA). All analyses were performed in triplicate.

Protein profile of the MPM. The protein profile of the MPM was determined by sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) according to the method
of Laemmli (Laemmli, 1970). The molecular weight markers (Full-range Rainbow™),
ranging from 10 to 250kDa, were purchased from Amersham Biosciences (Piscataway,
NJ, USA). Purified Lactoferrin (LF; 80 kDa) was purchased from the Sigma Chemical Co
(St-Louis, MO, USA). The higher and lower molecular weight proteins were resolved on
10% and 15% polyacrylamide gels respectively. The gels were stained with Coomassie

brilliant blue R-250.

The protein concentration of samples was determined with a Bio-Rad assay protein kit
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). BSA was used as the standard protein. In
order to confirm the identity of the proteins, tryptic degradation of the protein bands on
the SDS-PAGE gels was performed using sequencing grade modified trypsin (Promega,
Madison, WI.) as described by (Shevchenko et al., 1996). The tryptic peptides were
purified usirig a ZipTip C,s pipette tip (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA) and
analyzed with a Micromass Quattro II triple quadrupole mass spectrometer (Waters
Corporation, Milford, MA, USA), equipped with a Nanospray and a Z-spray interface.
Samples were introduced into the mass spectrometer using type D Nanospray probe tips in

positive mode. The capillary voltage was 1.0 keV and the cone was at 35 V.
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Thiol (-SH) content. The concentration of thiol (SH) groups in the MPM (total) and in
the water-soluble extract (WSE) of the MPM was measured using a Bioxytech® GSH-
420TM kit (Oxis International, Portland, OR, USA) with HMS-90 (Immunotech,
Vaudreuil-Dorion, QC, Canada) used as the standard thiol-containing protein. The WSE
was prepared by centrifuging the MPM (or HMS 90, 100 mg/ml) at 4000xg for 8 minutes
at room temperature. The aqueous phase was separated and the protein fraction
precipitated by the addition of trichloroacetic acid (TCA, 5%, wt/vol, final concentration).
The mixture was centrifuged once more (4000xg for 8 minutes at room temperature) and
the protein-free, aqueous phase collected. Samples (100 pl of total MPM or HMS 90 at
100 mg/ml; 200 pl of the WSE of the MPM or HMS 90) were buffered by the addition of
potassium phosphate (200p1), diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA) and Lubrol at
pH 7.8. Tris (2-carboxyethyl) phosphine (TCEP, 200ul) was added to reduce any
oxidized thiol groups. The chromogenic reaction was initiated by the addition of 4-
chloro-1-methyl-7-trifluoromethylquinolinium methylsulfate (200p1) in HCI followed by
the addition of NaOH (200p1) to obtain a pH greater than 13. The reaction mixture was
kept in the dark for 30 minutes and the absorbance measured at 420 nm with a standard

UV/Vis spectrophotometer (Varian).

Gene Modulatory effects of MPM

Microarray experiment. Adult human epithelial keratinocytes (HEKa), grown in
Medium 154 supplemented with human keratinocyte growth supplement (HKGS), were
obtained from Cascade Biologics, (Portland, OR, USA). HEKa cells were exposed to

various dilution of MPM (wt/vol; 1:1000, 1:10,000, 1:100,000) in phosphate buffer saline
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for 16 h. Control, Lipopolysaccharide, Exopolysaccharides, and calcium were also
compared. Total RNA was isolated using a RNeasy® purification Kit (Qiagen,
Germantown, MD, USA). The RNA samples from control and exposed HEKa cells were
labelled with cyanine dyes Cy3 and CyS5 respectively for competitive hybridization and
applied to the Galactis™ human microarray screening system (Technologie Biolactis Inc.,
Laval, QC, Canada). Gene activation observed with the Galactis™ screening system was
confirmed using the reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) in
accordance with the standard protocol (O'Connell, 2002). The following genes were
analyzed; glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), defensin 2 (Def2),
tumor necrosis factor a (TNFa), interleukin-6 (IL-6) and transforming growth factor B

(TGFB-i).

The use of MPM as a fat substitute

Low-fat yogurt model. Skimmed milk powder was reconstituted to produce skimmed
milk (12% wt/vol). The milk was heated at 85°C for 30min then cooled to 40-43°C
before the addition of commercial yoghurt culture (1% wt/vol) containing Strepfococcus
thermophillus, Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
(Lyo-San Lachute, QC, Canada). The mixture was incubated at 42°C £ 0.5°C for 4 hours
or until the pH reached 4.5. The yoghurt was then chilled quickly to 10°C before the
addition of MPM (0, 5, 25, 50 and 75% (wt/wt) with a viscosity of approximately
3000cP. The viscosity of the MPM was determined at 5°C with a Brookfield viscometer
(Model LV-DVII+, Brookfield Engineering Laboratories Inc., Middleboro, MA, USA)

fitted with a vane spindle #V-72 according to the method of Adams and Birdsall (1946).
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The yoghurts were stored at 4°C for 24 hours before further analysis. The pH values of
the yoghurts were determined at 4°C with a pH meter (Orion 310, Orion, Boston, MA,
USA). Total solids were determined by drying duplicate samples at 110°C for 2 hours,
followed by a cooling step in a dessicator. Various rheological properties of the yoghurts
were then measured: The consistency at 4°C was determined with an Adams
consistometer (Cole-parmer, USA) according to the method of Adams and Birdsall
(1946). Briefly, this method measures the rate of flow of a semi fluid food along two
axes. The apparent viscosity (AV), at 5°C, of a homogenous yoghurt sample in a 500ml
beaker was recorded with a Brookfield viscometer (Model LV-DVII+, Brookfield
Engineering Laboratories Inc., Middleboro, MA, USA) fitted with vane spindle # V-71.
The spindle was allowed to travel for 5 min and the data recorded are the averages of
highest and lowest readings obtained. In a method adapted from that of Keogh et al.
(1995), syneresis was evaluated as follows: a sample of yoghurt (30g) was weighed into a
plastic tube, and left overnight at 4°C. The supernatant was removed with absorbent paper
and the remaining gel weighed. The percentage of syneresis was calculated according to

equation [1]:

Syn =100 M=) [1]
m

where Syn is the syneresis (%) and m; and m; are the weights (g) of the sample before and
after the allowed period of syneresis respectively. All analyses were carried out in
duplicate. Drainage and conservation data were also monitored over time during 4 weeks

at 4 °C with visual observation of drainage, syneresis and mycelium contamination.
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Salad dressing model. The formulation of the salad dressing was adapted from that of
Turgeon et al. (1996). The non-MPM part of the formulation was composed of corn oil
(66.7%, wt/wt) (Best Foods, Etobicoke, ON, Canada), vinegar (29.3%, wt/wt, comprised
of 5% acetic acid) and sugar (4%). Three different concentrations of the MPM were
incorporated with this oil/sugar/vinegar mix: 0% (control), 15%, 25% and 40% (wt/wt).
Firstly, the sugar and vinegar were mixed together using a household blender until all the
sugar had dissolved. Next, the MPM was added and stirred thoroughly for 30s. Finally,
the oil was added and the formulation stirred for 1 min. Each formulation was prepared in
triplicate. Various rheological properties of the salad dressing formulations were
evaluated. The creaming index (C,) of each salad dressing formulation was determined
according to the method of Kulmyrzaev et al (2000): Samples (25ml) were transferred
into 50 ml conical tubes and the C, evaluated according to equation [2] :

C, =100x% 2]

E

where H, is the total volume (ml) of the separated oil phase measured after a storage

period of 24h at 30°C and H | is the initial volume (ml) of the salad dressing sample

evaluated. The long-term emulsion stability of the salad dressing formulations at 4°C was
also evaluated at various time intervals by the same procedure.
Finally, the viscosity of the different salad dressing formulations was evaluated using the

Adams consistometer (Cole-parmer, USA) at 4°C (Adams and Birdsall, 1946).
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Results

Analysis of the MPM
Description of the MPM. Fresh MPM, prepared according to the method described, has a

yogurtl-like texture, is beige in color, a neutral taste and smell, and a neutral pH (7-7.5). It

has a firm, cohesive and spreadable consistency as pictured in Figure 1.

Composition of the MPM. The compositional analysis results are shown in Table 1. The
MPM is composed of water (80%), protein (8%), 6% minerals (6%, including calcium
(1,5%)), carbohydrate (5%, including lactose (2.7%)) and fat (<1%). On average, the
manufacturing process leading to the production of fresh MPM resulted in a 10-fold
enrichment of the proteins and an 8-fold enrichment of the minerals contained in the
initial non-fermented sweet whey. Copper, Iron (six-fold increase) and Manganese,
together with some vitamins of B group, were also enriched in the MPM. Vitamin C was
not detected in the MPM. There was an increase in fat content (2.4-fold) in the MPM
but, although the lactose level was almost half that of the initial non-fermented sweet
whey, the total carbohydrate level remained approximately the same in the MPM.

Finally, 6X10'"' CFU of LAB per 100 g were detected within the frech MPM.

Protein profile of the MPM. The SDS-PAGE protein profiles of the MPM and the initial
non-fermented sweet whey are shown in Figure 2. From the figure we can see that the
fermentation procedure resulted in an increase in the ratio of high to low molecular
weight proteins within the MPM compared to the non-fermented sweet whey. Two lower-
molecular weight bands (< 25kDa) can be seen in the MPM profile in Fig. 2b

corresponding to the 2 major whey proteins a-lactalbumin (LA, Mr 14 kDa (Brew and
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Grobler, 1992)) and B-lactoglobulin (B-LG, Mr 18kDa; (Hambling et al., 1992)). Higher-
molecular weight bands (>75kDa; lanes 7-10 on fig. 2-a,b) associated with LF and
various immunoglobulins (Ig) were also found within the MPM. The identity of the
protein associated with LF was further confirmed by tryptic degradation and mass

spectrometry analysis (data not shown).

Content in thiol(-SH) groups

The results regarding the thiol(-SH) content of the total MPM and its WSE are presented
in figure 3. The total MPM and its WSE exhibit higher level of thiol(-SH) groups as
compared to HMS 90, a commercial whey-based protein product reported to contain high
levels of thiol(-SH) groups (Micke et al., 2002). The MPM level of the AA containing

thiol(-SH) Cys is 240 mg/100g (humid basis) (Table 3).

Gene Modulatory effects of MPM

Microarray experiment. RNA samples were collected from HEKa cells exposed to the
MPM. The resulting gene activation within those samples identified using the Galactis™
screening system and confirmed by RT-PCR are shown in Figure 4. Several genes'
associated with immune modulation and cell growth were activated upoﬁ exposure to the
MPM, specifically the TGFB-i gene. The genes for Defensin 2, TNFa, and IL-6, all
associated with the immune modulation process (Abbas et al., 1996; Sharmé and Bose,
2001; Ouellette, 2004) were also activated. These genes were not activated by calcium

and exopolysaccharides.
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The use of MPM as a fat substitute
Low-fat yogurt model. The pH value, solid content and rheological properties of low-fat

yoghurt formulations, upon incorporation with the MPM, are shown in Table 3. The pH
of the low-fat yoghurts increased with increasing content of the MPM, from pH 4.56 with
no MPM added up to pH 5.83 with 75% MPM added (wt/wt). The solid content of the
low-fat yoghurts similarly increased with increasing amounts of MPM added. Regarding
the rheological properties, addition of 25% to 50% of the MPM is required to increase the
spreading and viscosity values. The syneresis values are increased in the yogurts made
with 5% and 25% MPM as compared to the control batch but she is reducing at higher

concentration (50% and 75% MPM).

Salad dressing model. The physical characteristics and stability of a salad dressing
formulation, upon incorporation with the MPM, are shown in Table 4. The salad dressing
containing 10% MPM was pourable, as indicated by its high consistency spreading value.
Compared to the control (0% added MPM), its C, (60%) was lower and its long-term
stability was improved. In contrast, the addition of 25% or 40% MPM resulted in
mayonnaise-type emulsions with consistency spreading values much lower than those
found with the control and 10% added MPM. The long-term stability of these 2
formulations was greatly increased up to180 days with 25% added MPM and more than
365 days with 40% added MPM. At 365 days the salad dressing formulation containing
40% MPM, but containing no added preservatives, showed no signs of creaming,

drainage or spoilage.
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DISCUSSION

Compositional data, nutritional value and potential health benefits of the MPM

The MPM described herein is a novel protein-based whey product representing a new
class of whey-protein ingredients. The MPM is different from protein-based polymers
obtained by thermomechanical processes or protein microprecipitation of whey-protein
concentrates (Cheftel and Dumay, 1993; Mai et al., 1990; Queguinier et al., 1992). To
date, fermented protein-based whey products are not available commercially. Although a
complex product, it can be seen as a yogurt-like whey protein network where Ca®* bridges

between proteins probably play a major role.

Although the lactose content decreased during the fermentation process, the total
carbohydrate content within the MPM remained unaltered. This is probably due to the
synthesis of exopolysaccharides (EPS) by L. Kefiranofaciens R2C2 during the
fermentation process. L. Kefiranofaciens subsp. strains are well-known EPS producers
(Fujisawa et al., 1988; Vancanneyt et al., 2004). A high concentration of LAB was found
in the final MPM product compared to other commercially available fermented dairy
products (Table 5). Many health benefits are actually associated with different EPS

(Welman and Maddox, 2003).

In comparison with common and specialized fermented dairy products, the MPM
contains more calcium, phosphorus, vitamin B and proteins but with a similar calorific
content (Table 5). The increased Na* (3.3-fold increase) and Ca®* (32-fold increase)
content within the MPM are to be expected as sodium hydroxide (NaOH) and chloride

calcium (CaCl,) were added during the manufacturing process to maintain the pH, in the
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case of the NaOH and to increase the final MPM yield, in the case of the CaCl,. The
increased phosphorus content (15.9-fold increase) may be due to the formation of
phosphate salts upon the by the fact that some phosphate salts (especially Ca- phosphates)
formed following the addition of Ca®* have limited solubilities (CRC Handbook of
chemistry and physics, 1980). Calcium and phosphorus are important minerals for bone
formation and health (Cashman, 2002; Fishbein, 2004; Ilich and Kerstetter, 2000). The
fact that part of the calcium is most likely to be found bounded to whey proteins might
also improve its nutritional bioavailability (Fishbein, 2004). Vitamins of the B group are
reported to contribute to the energy metabolism as well as tissue formation and blood

lipid control in humans (Woolf and Manore, 2006).

From the SDS-PAGE profiles of the MPM and the whey, we can see that the protein
recovery procedure increased the ratio of high to low molecular weight proteins. High
molecular weight whey proteins such as LF and IG have demonstrated many biological
activities to be used in functional food with health benefits (Brock, 2002; Cross and Gill,
2000; Floris, et al.,, 2003; Smithers, et al., 1996). Moreover, a reduction in the low
molecular weight proteins B-LG and LA could be beneficial as these proteins have both
been shown to be immunogenic and responsible for many food allergies during infancy
(Kaminogawa and Totsuka, 2003; Wal, 2002). This could be due in part to degradation of
the major whey proteins LA and B-LG during the fermentation process by the action of
endogenous proteases of the L. kefiranofaciens strain used. This could decrease the ability
of these 2 proteins to agglomerate during the calcium-induced recuperation procedure and

in turn reduce their relative concentration in the MPM. However, although the proteolytic
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action on caseins of many L. species is well-known (Kunji et al., 1996), no actual data is
reported regarding the proteolytic system of L. kefiranofaciens subsp. This is partially
confirmed by thiol(-SH) groups in the WSE of the MPM, suggesting the presence of
thiol(-SH) containing AA (Cys) or peptides in the WSE. The increase of thiol(-SH)

groups in the WSE during fermentation should however be confirmed.

High thiol (-SH) content in the diet has been shown to increase the level of the
antioxidant Glutathione (GSH) (Bounous et al., 1989; Bounous and Gold, 1991; Parodi,
1998), thought to be of major importance to the immune system and, in particular, the
immunological response to cancer (Bounous and Molson, 2003). From amino acid
analysis of the MPM, shown in Table 3, we can see that of all the essential amino acids
only Phe and Thr had chemical scores below 100% indicating that the MPM retains the
nutritional value of whey proteins (Hambreus, 1992). High content in the branch-chain

AA Leu is also found.

For the genomics evaluation, the gene is activated by the transforming growth factor 8
(TGFB), the most common growth factor found in latent form in sweet whey (Rogers et
al., 1996). The latent form of TGFpB can be activated by lowering the pH, raising the
temperature or by protease activity (Rogers et al., 1996). Such conditions for the
activation of TGFp are all met during the manufacturing process of the MPM. This
suggests that the polypeptide fraction (initial whey proteins and/or new peptides
generated during the fermentation) recovered in the MPM is still able to exert biologically

activity. These results seem to be related to the polypeptide fraction since other
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components found in the MPM such as calcium and exopolysaccharides did not triggered

the activation of the same genes.

Functional properties

In this study, the MPM was successfully used as a substitute for fat in a low-fat yogurt
and a salad dressing. In the low-fat yogurt model, up to 75% MPM could be added as a
texturizing and thickening agent without adversely affecting the final rheological
properties of the formulated yogurts. At 75% MPM, it resulted in yogurts containing
approximately 0.9% of fat with comparable spreading consistency, viscosity and
syneresis characteristics. The increase in pH of the yoghurt with increasing content of the
MPM, from pH 4.56 (0% MPM, wt/wt) to pH 5.83 (75% MPM, wt/wt) is to be expected

as the pH of the MPM varies from 7.0 to 7.5.

In the salad dressing model, the MPM behaved as an emulsifying and thickening agent
resulting in a mayonnaise-type emulsion at 25% and 40% added MPM with long-term
stability characteristics (see Table 4). The addition of 40%MPM resulted in a
mayonnaise-type salad dressing containing approximately 40% of fat. Surface properties
of whey proteins allow them to behave as emulsifying agents in a variety of food
applications (de Wit, 1998; Morr and Ha, 1993). This property appears to be preserved in
the MPM, despite its high calcium content which is reported to be detrimental to the

emulsification properties of proteins (Morr and Ha, 1993).
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CONCLUSION

The MPM is a novel, protein-based whey product representing a new class of whey
protein ingredients that can be obtained by fermenting sweet whey with a proprietary
LAB strain from the Lactobacillus genus and a subsequent protein-specific recuperation

procedure.

The MPM exhibits a unique composition compared to common and specialized
fermented dairy products, particularly in terms of essential AA, thiol(-SH) and LAB
content. Moreover, the MPM displayed good functionality and texture properties in low-

fat yogurt and salad dressing models.

The MPM is thus a complex product with good technological functionality, nutritional
value and numerous potential health benefits. The MPM could thus be use in the
formulation of innovative functional products with health benefits. Research efforts are
actually devoted to explore its synergistic immunomodulatory anti-inflammatory
properties (Beaulieu et al., 2007) and its blood lipid lowering effect as well as the
probiotic ability of the LAB strain. Further characterization of individual components of
the MPM such as the polypeptide fraction and the EPS produced by the LAB strain has

also been initiated.
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TABLES

Table 1: Average and specific composition (wt/wt; humid basis) of the malleable protein

matrix (MPM) as compared to the initial (non-fermented) liquid sweet whey.

Table 2: Amino acids (AA) profile of the malleable protein matrix (MPM) as compared
to the initial (non-fermented) sweet whey. The chemical score of each indipensable and

strictly indispensable is also presented.

Table 3: Characteristics of the low-fat yogurts formulated with various content of the

malleable protein matrix (MPM).

Table 4: Characteristics of the salad dressings formulated with various content of

malleable protein matrix (MPM).

Table 5: Energy and content, of selected nutrients (per 100 g) of the malleable protein

matrix (MPM), as compared with common fermented dairy products.
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FIGURES:

Figure 1: Visual representation of the malleable protein matrix (MPM).

Figure 2: Comparison of the protein profiles of the malleable protein matrix (MPM) and
initial (non-fermented) sweet whey by SDS-PAGE with a) 10% and b) 15% acrylamide.
Molecular weigh markers (lane 1), Spg/ul? LF (lane 2), initial (non-fermented) sweet
whey at 1:1, 1:2, 1:10 and 1:100 dilution ratios (lanes 3-6) and humide MPM at 1:10,

1:20, 1:50 and 1:100 dilution ratios (lanes 7-10).

Figure 3: Content in thiol (-SH) groups in the total and water soluble (WSE) extract of

the malleable protein matrix (MPM).

Figure 4: Activation of the genes glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH),
defensin 2 (Def2), tumor necrosis factor o (TNFa), interleukin-6 (IL-6) and growth
factor B (TGFB-i).as revealed Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)
data from adult human epithelial keratinocytes (HEKa) exposed to the malleable protein
matrix (MPM). Control (lane 1); 10 pg/ml lipopolysaccharide (lane 2), 10 pg/ml
exopolysaccharide (lane 3), 1.5mM calcium (CaCl,) (lane 4) and humide of the MPM at

1:1000, 1:10000 and 1:100000 dilution ratios (lanes 5-7).
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Figure 1: Visual representation of the malleable protein matrix (MPM).
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Figure 2 Comparison of the protein profiles of the malleable protein matrix (MPM) and
initial (non-fermented) sweet whey by SDS-PAGE with a) 10% and b) 15%
acrylamide. Molecular weigh markers (lane 1), Spg/ul, LF (lane 2), initial (non-
fermented) sweet whey at 1:1, 1:2, 1:10 and 1:100 dilution ratios (lanes 3-6)
and humide MPM at 1:10, 1:20, 1:50 and 1:100 dilution ratios (lanes 7-10).

2 3 4 5 6 7

T TR—

SP—— e e T T - - —
Rk 2 Loy




78

Figure 3: Content in thiol(-SH) groups in the total and water soluble (WSE) extract of the
malleable protein matrix (MPM).
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Figure 4: Activation of the genes glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), defensin 2 (Def2), tumor necrosis factor o. (TNFa), interleukin-
6 (IL-6) and growth factor § (TGFB-i).as revealed Reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR) data from adult human epithelial
keratinocytes (HEKa) exposed to the malleable protein matrix (MPM).
Control (lane 1); 10 pg/ml lipopolysaccharide (lane 2), 10 pg/ml
exopolysaccharide (lane 3), 1.5mM calcium (CaCl,) (lane 4) and humide
of the MPM at 1:1000, 1:10000 and 1:100000 dilution ratios (lanes 5-7).
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Table 1: Average and specific composition (wt/wt; humid basis) of the malleable protein
matrix (MPM) as compared to the initial (non-fermented) liquid sweet whey.

MPM sweet whey'

Average composition (g/100g) n=3

Humidity 80.0 93.7.
Protein 83 0.8
Fat 1.2. 0.5.
Ash (minerals) 59 0.5.
Carbohydrates 4.7 5.3.
Lactose 2.7. 4.8.
Galactose 0.2. Not detected
Minerals (mg/100g) n=5
Potassium 142.9 161.0
Sodium 175.2 54.0.
Calcium 1507.4. 47.0
Phosphorus 730.3. 45.9
Selenium <0.1. 0
Magnesium 5.4 2.2.
Oligo-elements (mg/100g) n=3
Copper 0.07 0
iron 0.24 0.04
Manganese 0.05 0
Zinc 0.13 0.12
Vitamins (/100g) n=3
Riboflavine (B2) 0.32 mg 0.16 mg
Niacin (B3) 1.00 mg 0.17 mg
Pyridoxine (B6) 0.04 mg 0.04 mg
Cobalamine (B12) Not detected 0.28 ug
Ascorbic acid (C) Not detected 0.9 mg
Folic acid 5 g 5 pg?
Bacterial count (CFU/100g) n=?
LAB 6X10" 0?

! taken from (Kosikowski, 1982) and (Nutritiondata.com)
2 Le lait et les produits laitiers dans la nutrition humaine (WOA).
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Table 2: Amino acids (AA) profile of the malleable protein matrix (MPM) as compared
to the initial (non-fermented) sweet whey. The chemical score of each
indipensable and strictly indispensable is also presented.

. MPM Sweet whey'
nutritional AA content  chemical® content
requirement (mg/100g)  score (%) (mg/100g)
Asp/Asn 720 83
Glu/GlIn 1030 148
Ala 330 39
dispensable Arg 220 25
Gly 290 18
Ser 380 41
Pro 340 52
His 240 100 16
Ile 350 100 47
Leu 720 100 78
Val 340 100 46
indispensable Trp ? ?
Met 160 16
Cys? 240 100 17
Phe 260 27
Tyr 240 95.6 24
strictly Thr 560 100 54
indispensable Lys 610 100 68

!'taken from (Nutritiondata.com)

2 For the calculation of the chemical score, the content of each indispensable and strictly
indispensable AA (mg/g protein) was divided by the the reference value for indispensable
AA as reported in (Bos et al., 2000). Met + Cys and Phe + Tyr are calculated together.

3 Not indispensable, but used in the calculation of the chemical score of Met.
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Table 3 : Characteristics of the low-fat yogurts formulated with various content of the
malleable protein matrix (MPM).

MPM added (wt/wt %)
0 5 25 50 75
pH 456 4.61 5.04 5.42 5.83
SOIESVS?AT(% 12,6 12.8 14.1 15.1 15.7
consist:gz;a?;;% 5.5 5.0 6.7 6.5 4.5
viscosity (cP) 1200 610 1400 8700 15002

Syneresis (%) 0 58 69 15 7
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Table 4: Characteristics of the salad dressings formulated with various content of
malleable protein matrix (MPM).

MPM added (wt/wt %)
0 15 25 40
emulsion type unstable creamy mayonnaise- - mayonnaise-
type type
spreading ] i+ 8 5
consistency (cm)
Cr (%) 70 60 0 0
e1es. 2
long-term stabllla) 1 4 180 >365

" spreading is > than the limit of the apparatus

2 day(s) before C,
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Table 5: Energy and content, of selected nutrients (per 100 g) of the malleable protein
" matrix (MPM), as compared with common fermented dairy products.

Yogurt’ Recommended
MPM Kef.lrl Bi(? K+ 2 (Activia, daily value®
(plain) (original) sweetened
plain)

Energy (kcal) 60" 51 45 97 nA
Protein (g) 8.2 2.9 5.1 4.4 nA
Fat(g) 12 1.7 0 3.5 65
Carbohydrate (g) 4.8 13.7 6.1 11.5 300
Calcium (mg) 1500 94 168 155 1100
Phosphorus (mg) 730 nA’ nA 126 1100
Vitamin B2 (mg) 0.3 nA nA 0,17 1,6
Vitamin B3 (mg) 1 nA nA nA 23
L’Azgg’[rj‘;ll’(i)‘(’)t;‘)’ 6x10"" nA 5x10' nA nA

! Produits Liberté Inc. Brossard, PQ, Canada (www.liberte.qc.ca)

? Bio-K+ international Inc. Laval, PQ, Canada (www.biokplus.com)
3 Danone Canada. Boucherville, PQ, Canada (www.activia.ca)

* Energy was calculated

> nA = not-available

¢ Canadian food labelling (ACIA)
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4.2 Brevet en phase internationale

Simard, E., Pilote, D., Dupont, Lajoie, N., Paquet, M., C., Lemieux, P., Goyette, P. 2001.
International 2002. Malleable protein matrice and uses theroef. PCT/CA2002/01988. 92

pages.

Ce brevet fut déposé le 20 décembre 2001 en dépdt provisoire au Etats-Unis. Le
dépédt international fut effectué le 20 décembre 2002 pour le Mexique, les Etats-Unis,
I’Europe, le Canada et le Japon. Une bréve description de I’invention est présentée et le

brevet complet est joint par la suite.

J’ai réalisé une vaste revue des brevets existants, la rédaction compléte du brevet
et la révision du brevet pour son dépdt international. J’ai aussi effectué la revue de

littérature sur les technologies existantes et toutes les différentes facettes du brevet.
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4.2.1 Description sommaire de I’invention

Le procédé de production des MPM utilisé & ’échelle industrielle (technologie
Valactis™), est basé sur la fermentation du lactosérum avec une souche pure de
Lactobacillus kefiranofaciens isolée d’un consortium obtenu & partir de grains de kéfir
(souche R2C2). En cours de croissance la bactérie produit des protéases indigénes et des
exopolysaccharides (EPS). Les protéases s’attaquent aux protéines du lactosérum et
produisent des peptides variant en longueur et en hydrophobicité. Suite a la fermentation,
un ajout de CaCl, est effectué (1% p/v) et le pH de la solution est ajusté a 7,5 pour
favoriser I’agglomération des protéines. Le lactosérum contenant les bactéries, les
peptides, les sous-produits de la fermentation et les agglomérats est centrifugé pour
récupérer les MPM (5% du volume); ce qui permet, entre autre, d’augmenter la
concentration des bactéries probiotiques d’un facteur 20. Les agglomérats ainsi regroupés
forment un réseau protéique fortement hydraté (80% d’eau) similaire a un yogourt brassé

€n apparence et en texture.

Cette hydrolyse partielle des protéines améliore I’odeur et le goit acre naturel des
protéines du lactosérum tout en générant des fonctionnalités technologiques et
biologiques importantes. Il s’agit du seul produit laitier fermenté a base de protéines de
lactosérum. En plus des avantages bénéfiques pour la santé de ces protéines et du
calcium, il contient une forte concentration de bactéries lactiques probiotiques. Ces
différentes fonctionnalités permettent des applications alimentaires de nutrition, des
applications comme ingrédient bénéfique pour la santé dans le domaine des
nutraceutiques et des aliments fonctionnels, des applications cosmétiques/cosméceutiques

et des applications pharmaceutiques.

Le brevet en phase nationale (Canada, Etats-Unis, Europe, Mexique, Japon)
couvre I’état des connaissances et des brevets apparentés, les différentes méthodes de
production possibles, les souches bactériennes qui furent déposées ainsi que la
composition et les utilisations envisageables des MPM pour les différents domaines

d’application. Il n’existe aucune technologie ni produit similaires actuellement.
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4.2.2 Comparaison aux technologies et produits existants

Les technologies actuelles s’orientent vers la purification/concentration de
composés 4 forte valeur ajoutée pour augmenter le nombre de produits issus du
lactosérum. Par filtration et échange ionique, les constituants sont concentrés dans des
fractions spécifiques qui seront utilisées pour la production de lait maternisé, de
suppléments nutritifs ou d’aliments fonctionnels. La production de fractions concentrées
de lactoferrine en est un bon exemple. Les technologies utilisées sont dispendieuses
d’implantation et d’utilisation, ce qui fait que la grande majorité du volume de lactosérum
est simplement séché ou concentré et ensuite séché (Nielsen et Affertsholt, 2003). Les
produits actuellement obtenus sont donc soient des concentrés de protéines de lactosérum
et des poudres de lactosérum qui présentent des fonctionnalités technologiques restreintes
(faible coit de production et faible valeur marchande) ou des produits spécialisés (isolats
de protéines ou hydrolysats) présentant des propriétés technologiques et biologiques

supérieurs (colit de production plus élevé avec une plus forte valeur marchande).

La technologie Valactis™ permet de concentrer a faible coit (procédé de
fermentation) des principes actifs (hydrolysats, bactéries, calcium, EPS) 4 I’intérieur d’un
méme produit tout en alliant des fonctionnalités technologiques uniques (propriétés
d’hydratation, émulsifiantes, moussantes, épaississantes, etc.). Jusqu’a maintenant, il
s’agit du seul procédé de valorisation du lactosérum par fermentation pour la production
d’ingrédients pour consommation humaine. Cette nouvelle voie technologique
innovatrice est basée sur un équilibre fin entre les avantages apportés par le processus de
fermentation et I’atteinte d’un rendement de récupération des protéines économiquement
rentable. Par exemple, une hydrolyse enzymatique insuffisante produira un produit dcre
aux fonctionnalités technologiques médiocres (ex : faible capacité d’incorporation des
huiles). De fagon inverse, une hydrolyse trop importante diminue les rendements en
récupération de protéines par la production de peptides ne participant pas a
’agglomération. La MPM n’est donc pas un produit unique, mais une nouvelle gamme
d’ingrédients a forte valeur ajoutée qui se différencie par un coiit de revient peu élevé
pour un grand nombre de fonctionnalités technologiques et biologiques. La figure 14

résume le procédé industriel actuellement en application.
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1. Pré-culture a) Préparation et pasteurisation du milieu de pré-culture.

b) Inoculation et fermentation contrélée : 18 heures.

c) Réception du lactosérum; pasteurisation et ajout de
chlorure de calcium.

d) Inoculation du lactosérum; fermentation a pH et

@ température contrdlés : 12 heures.

3. Fermentation
du lactosérum

&

— |®®®
NaOH]
» 4. Récupération
| des MPM

2. Réception du
lactosérum

e) Ajustements physico-chimiques : pH de 7,5.

f) Pasteurisation et récupération des MPM a
I’aide d’un clarificateur industriel pour
ajustée la densité selon I’application visée.

g) La solution résiduelle est utilisée pour la

production d’une biomasse pour MPM Solution

’alimentation animale. @ ‘ résiduelle
h) Les MPM sont entreposés 4 4°C durant 7 E“tffgsage

jours pour compléter les analyses de 7 @ ]

microbiologie avant I’expédition aux clients. .
g p 5. Clients Nourriture

animale

Figure 14 : Procédés utilisé pour la production industrielle des MPM.
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4.2.3 Brevet de la technologie Valactis™.

MALLEABLE PROTEIN MATRICE AND USES THEREOF

ABSTRACT

The present invention relates to a malleable protein matrice (MPM), which is
the reaction product of the agglomeration of proteins after a fermentation
process and is exhibiting biological activities and is suitable for the
incorporation (or encapsulation) of various hydrophilic or lipophylic
substances. The present invention also relates to the process for the
preparation of the malleable protein matrice and its usages.
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MALLEABLE PROTEIN MATRICE AND USES THEREOF
BACKGROUND OF THE INVENTION

(a) Field of the Invention

This invention relates to a biodegradable and natural malleable
protein matrice, method of preparation thereof, and compositions thereof, such
as food, cosmetic, nutraceutical, probiotic, functional food and pharmaceutical
compositions.

(b) Description of Prior Art

The high demand for low fat product lead the food industry to
develop substitute food. The high demand for such product is based on
studies recommending a decreased in daily fat consumption. It is important
for the substitute food to have interesting sensorial characteristics as the
original food (taste, smell, texture, etc.). Another field being in intensive
increase is the nutraceutical and functional foods. The functional food is food
with beneficial effect on health. The world consumption of these new foods is
of about 70MM$ on an annual basis. The popularity of these products is so
high that worldwide sales are expected to be of 500MM$ in 2010.

In the cosmetic and pharmaceutical industry, there is a long felt
need for raw material for formulations, protection and controlled liberation of
active ingredients. Several products are already existing, but most of them are
very expensive. The industry is always in need for new technologies and
products that will produce better results at a lower cost.

Ultrafiltration, reverse osmosis and drying processes are among the
methods currently used for the valorization of whey proteins from the so-called
serum lactis, the by-product of cheese making. These methods are efficient
but extremely expensive and do not generate a readily useable product in a
variety of industrial sectors. The fact that the cost of the installations for the
above-mentioned methods is high is a problem for the cheese industry in
general. Only large cheese manufacturers with strong financial positions and
generating large volumes of serum lactis can reach profitability with the above-
mentioned methods despite the high costs. Since serum lactis cannot be
discarded freely in the environment it constitutes a pollutant per se, the small
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manufacturers have therefore to spend money to discard the serum lactis
which is mainly used for animal feed.

Simpler and less costly processes were developed to retrieved whey
proteins but with also with concomitant drawbacks.  Methods using
temperature, pH, salt, enzymes, fermentation and flocculent are among the
main parameters used to help the retrieval of whey proteins but generally lead
to isolates exhibiting poor commercial quality and value. Patent CA 2,247,824
by Lewandoski and co-inventors describes a process for the production of
microbial biomass from the effluent of dairy products. The resulting biomass
from that process is used for animal feeding only. However, this product is not
having functional properties such as emulsifiant properties that are needed for
applications in human food.

Many processes and methods are offered to replace fat in food
products. Agglomerates of whey proteins are used to replace fat like as
described in U.S. Patent 5,358,730. The process involves a thermal treatment
of whey proteins at a pH above their isoelectric point with the addition of salt.
The process leads to the formation of curds (solid gels that can be shopped off
in little pieces) that can be used in fat replacement. Whey proteins are
extensively used in the food industry for their functional properties. However,
this product is a solide and non-malleable product that is difficult to use in
most of the food, cosmetic, pharmaceutical and nutraceuticals applications.

Proteins are also excellent film formers, conditioning agents, and
moisturizers for hair and skin. However, natural proteins generally have limited
use in cosmetics and toiletries because they are somewhat unstable and tend
to precipitate or denature when exposed to high temperatures or salt solutions.
In addition they are often hydrolyzed by chemical reagents or acids and bases.
Even if these difficulties are overcome, the formulation of cosmetic products
containing proteins is further fraught with difficulty since each protein has an
isoelectric point i.e. a pH at which the protein is neutral. If it is desired to form
compositions having a pH which is below the isoelectric point of the protein,
the protein may possibly form an insoluble precipitate.

Furthermore, a large number of food products like mayonnaise,
dressings, margarine, spreads or low-fat or zero-fat substitutes, can be
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stabilized by polysaccharides as emuision stabilizers or thickening agents.
Also in the medical, pharmaceutical and cosmetic fields, polysaccharides they
are used as emulsion stabilizers. Well known polysaccharides are obtained
from a variety of plant seeds, e.g. guar gum from Cyamopsis tetragonaloba
(guar) or locust bean gum (LBG) from locust bean. Other well-known sources
are seaweed, giving carrageenan, alginates or agar.

The use of polysaccharides and proteins in cosmetic compositions
is well known in the art. Polysaccharides are known to be good humectants,
film formers, and function as skin moisturizers. Certain polysaccharides also
have gelling ability and are useful in formation of higher viscosity liquid or
solid, compositions. However, polysaccharides may tend to provide a heavy,
sticky feel on the skin and, when used in quantities sufficient to cause gelling,
may provide products which are not aesthetically pleasing.

Food science

The process described in the U.S. Patent 4,699,793 is used to
produce seasoning. Because of the heat treatment performed before the
fermentation, the resulting product has an undesirable taste and a poor
homogeneity, which are the most important parameters in food science.

It is known that the presence of certain bacteria is associated with
numerous beneficial effects on health (Gomes et al. (1999) T. Food Sc. &
Tech. 10:139-157). The microorganisms are present in many foods and are
frequently used as probiotics to improve some biological functions in the host.
Clinical trials have demonstrated that selected probiotic strains can influence
the composition of the intestinal microflora and modulate the host immune
system. Pre-, pro- and synbiotics offer both protection against and cure a
variety of endemic and acute diseases.

More particularly, the lactic acid bacteria (LAB) are known for their
several beneficial effects on health. Perdigon et al. (Curr Issues Intest
Microbiol., 2001, Mar 2(1):27-42), have proceed with an important review of
the lactic bacteria on health, particularly on immune system. The activation of
the systemic and secretory immune response by LAB requires many complex
interactions among the different constituents of the intestinal ecosystem
(microflora, epithelial cells and immune cells). Through different mechanisms
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they send signals to activate immune cells. Thus the knowledge of the normal
intestinal microflora, the contribution of LAB and their role in the numerous
functions in the digestive tract as well as the functioning of the mucosal
immune system form the basis for the study and selection of a probiotic strain
with immunostimulatory properties. In the selection of LAB for their
immunostimulatory capacity it helps to know not only the effect which they
have on the mucosal immune system, but the specific use to which these oral
vaccine vectors are being put.

Pharmaceutical

Delivery of therapeutic agents to a mammalian host can frequently
be as important as the activity of the drug in providing effective treatment. For
the most part, drugs are delivered orally, frequently initially at a dosage below
the therapeutic dosage and by repetitive administration of the drug, the
dosage is raised to a therapeutic level or a level exceeding the therapeutic
level. In many cases, the fact of having a dosage above therapeutic level
provides for adverse effects, since most drugs are not only effective for the
intended purpose, but frequently have adverse side effects. Various proposals
have been made to avoid these problems, such as slow-release capsules,
depots, pumps, and the like. These various approaches have numerous short
comings for general applications where one wishes to maintain the presence
of a therapeutic agent at a therapeutic dosage for an extended period.
Invasive procedures are frequently undesirable, requiring surgery for
introduction of the delivery device, followed by subsequent removal. Where
the delivery device is placed on the skin, the agent must be capable of
transport across the skin at the desired rate. Slow release patrticles have a
limited time span and when introduced into the blood stream will be rapidly
phagocytosed.

Oral administration in the form of a conventional tablet, pill or
capsule constitutes the generally preferred route for administration of
pharmaceuticals since this route is generally convenient and acceptable to
patients. Unfortunately such compositions may be associated with certain
disadvantages, particularly in the treatment of pediatric or geriatric patients,
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who may dislike or have difficulty in swallowing such compositions, or where
administration of a conventional tablet, pill or capsule is not duable.

The field of biodegradable polymers has developed rapidly since the
synthesis and biodegradability of polylactic acid was first reported by Kulkami
et al., 1966 "Polylactic acid for surgical implants" Arch. Surg., 93:839, Several
other polymers are known to biodegrade, including polyanhydriques and
polyorthoesters, which take advantage of labile backbone linkages, as
reported by Heller et al., 1990, Biodegradable Polymers as Drug Delivery
Systems; Chasin, M. and Langer, R., Eds., Dekker, New York, 121-161. Since
it is desirable to have polymers that degrade into naturally occurring materials,
polyaminoacids have been synthesized for in vivo use. This was the basis for
using polyesters of alpha-hydroxy acids (viz., lactic acid, glycolic acid), which
remain the most widely used biodegradable materials for applications ranging
from closure devices (sutures and staples) to drug delivery systems (U.S. Pat.
No. 4,741,337 to Smith et al.; Spilizewski et al., 1985 "The effect of
hydrocortisone loaded poly(dl-lactide) films on the inflammatory response, " J.
Control. Rel. 2:197-203). Despite the development of novel biodegradable
polymers, there is still a need for inexpensive and efficient delivery systems.

Exopolysaccharides act as biological response modifier as reported
by Ruiz-Bravo A. (Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology 2001, Jul;
8(4)-706-10). U.S. patents 5,888,552; 5,456,924; 5,451,412; 5,290,571:
5,230,902 describe compositions and methods to improve immune responses
at large either for cancer or HIV-patients. U.S. patent 5,888,552 describes
anti-cancer therapeutic compositions containing whey proteins while U.S.
5,456,924 describes a method of treatment of HIV-seropositive individual with
dietary whey proteins.

It would be highly desirable to be provided with a biodegradable and
non-toxic malleable protein matrice and a process to produce such that would
turn or convert an industrial waste into a product with a commercial value and
a biological activity.
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SUMMARY OF THE INVENTION

One object of the present invention is to provide a biodegradable
and non-toxic malleable protein matrice (MPM).

Preferably, the invention relates to matrice of whey proteins and
exopolysaccharides. In addition, the matrice of the present invention is
advantageously used to replace fat or for the incorporation or encapsulation of
various hydrophilic or lipophylic substances and particularly substances used
in the food, cosmetic, nutraceuticals and pharmaceutical sectors.

Another object of the present invention, there is to provide a novel
method for the retrieval of whey proteins from the serum lactis which leads to
a new kind of whey protein-based product. This new product is referred
hereto as a malleable protein matrice (MPM), which is the reaction product of
the agglomeration of whey proteins present in the serum lactis after a
fermentation process. It has the texture of a malleable cream exhibiting
biological activities and unique properties for the incorporation (or
encapsulation) of various hydrophilic or lipophylic substances.

It is also an object of the invention to prepare various types of MPMs
with different properties, characteristics and multiple applications and to
prepare them directly from an industrial waste (whey or serum lactis).

In accordance with the present invention, there is provided a
malleable protein matrix comprising:

- a precipitate of a protein of interest in solution:;

- at least one microorganism capable of fermenting the solution
containing the protein; and

-a matrix carrier allowing fermentation of the protein and the
microorganism.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the fermentation is promoted by co-culture of at
least two microorganisms simultaneously or successively.
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The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, further comprising a fermentation by-products of the
fermentation of the solution containing the protein by the microorganism.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, further comprising a peptide.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the peptide comprises at least two amino acid
residues.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the peptide comprises more than one hundred
amino acid residues.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, further comprising components obtained during
agglomeration of the protein.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, further comprising components present in aqueous phase.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the protein is selected from the group consisting of
natural protein, plant protein, animal derived protein and synthetic protein.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the protein is selected from the group consisting of
albumen, amylase, amyloglucosidase, arginine/lysine polypeptide, casein,
catalase, collagen, crystalline, cytochrome C, deoxyribonuclease, elastin,
fibronectin, gelatin, gliadin, glucose oxidase, glycoproteins, hexyldecy! ester of
hydrolyzed collagen, human placental protein, human placental enzymes,
iodized corn protein, keratin, lactalbumine, lactoferrin, lactoglobulin,
lactoperoxidase, lipase, milk protein, hyristoyl glycin/histidine/lysin polypeptide,
nisin, oxido reductase, pancreatin, papaine, pepsin, placental protein,
protease, saccharomyces polypeptides, serum albumin, serum protein, silk,
sodium stearoyl lactalbumin, soluble proteoglycan, soybean palmitate, soy,
egg, peanut, cottonseed, sunflower, pea, whey, fish, seafood, subtilisin,
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superoxide dismutase, sutilains, sweet almond protein, urease, wheat germ
protein, wheat protein, whey protein, zein and hydrolyzed vegetable protein.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the protein is whey protein.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the fermentation by-products is polysaccharide.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the polysaccharide is selected from the group of
exopolysaccharide and anionic polysaccharide.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the polysaccharide contains at least four
saccharide moieties.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the saccharide moieties are selected from the
group consisting of D and L forms of glucose, fructose, xylose, arabinose,
fucose, galactose, pyruvic acid, succinic acid, acetic acid, 3,6-
anhydrogalactose sulfate, galactose-4-sulfate, galactose-2-sulfate, galactose-
2, 6-disulfate, mannose, glucuronic acid, mannuronic acid, guluronic acid,
galactouronic acid, and rhamnose.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the polysaccharide have molecular weight ranging
from about 500 to about 15,000,000 daltons.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the molecular weight is ranging from about 5,000 to
6,000,000 daltons.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the molecular weight is ranging from about 25,000
to 1,000,000 daltons.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the polysaccharide is selected from the group
consisting of heteropolysaccharides, homopolysaccharides, galactans,
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galactomannans, glucomannans, polyuronic acids, dextran sulfate, heparin,
pectin, sodium alginate and mixtures thereof.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein galactan is selected from the group consisting of
agar, agarose, kappa-carageenan, iota carageenan and lambda carageenan.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein galactomannan is selected from the group
consisting of locust bean gum and guar.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein glucan is selected from the group consisting of
cellulose and derivatives thereof, starch and derivatives, dextrans, pullulan,
beta 1,3-glucans, chitin, xanthan and tamatind.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein glycomannan is konjac.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein polyuronic acid is selected from the group
consisting of algin, alginate and pectin.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention wherein heteropolysaccharide is selected from the group
consisting of gellan, welan, gum arabic, karaya gum, okra gum, aloe gum,
gum tragacanth, gum ghatti quicessed gum , psyllium and starch
arabinogalactan.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the microorganism is selected from the group
consisting of Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium angulatum,
Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium asteroides, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium boum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium catenulatum,
Bifidobacterium choerinum, Bifidobacterium coryneforme, Bifidobacterium
cuniculi, Bifidobacterium dentium, Bifidobacterium gallicum, Bifidobacterium
gallinarum, Bifidobacterium indicum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium longum DJO10A, Bifidobacterium longum NCC2705,
Bifidobacterium magnum, Bifidobacterium merycicum, Bifidobacterium
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minimum, Bifidobacterium pseudocatenulatum, Bifidobacterium
pseudolongum,  Bifidobacterium  pseudolongum  subsp.  globosum,
Bifidobacterium pullorum, Bifidobacterium ruminantium, Bifidobacterium
saeculare, Bifidobacterium scardovii, Bifidobacterium subtile, Bifidobacterium
suis, Bifidobacterium thermacidophilum, Bifidobacterium thermacidophilum
subsp. suis, Bifidobacterium thermophilum, Bifidobacterium - urinalis,
Lactobacillus  acetotolerans,  Lactobacillus  acidipiscis,  Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus agilis, Lactobacillus algidus, Lactobacillus
alimentarius,  Lactobacillus  amylolyticus, Lactobacillus amylophilus,
Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus animalis, Lactobacillus arizonensis,
Lactobacillus aviarius, Lactobacillus bifermentans, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus  buchneri, Lactobacillus casei, Lactobacillus cellobiosus,
Lactobacillus  coleohominis,  Lactobacillus  collinoides, Lactobacillus
coryniformis, Lactobacillus coryniformis subsp. coryniformis, Lactobacillus
coryniformis subsp. torquens, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus cypricasei, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, Lactobacillus
delbrueckii  subsp. lactis, Lactobacillus durianis, Lactobacillus equi,
Lactobacillus farciminis, Lactobacillus ferintoshensis, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus fomnicalis, Lactobacillus fructivorans, Lactobacillus frumenti,
Lactobacillus fuchuensis, Lactobacillus gallinarum, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus graminis, Lactobacillus hamsteri, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus  helveticus  subsp. jugurti, Lactobacillus  heterohiochii,
Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus homohiochii, Lactobacillus intestinalis,
Lactobacillus japonicus, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus  kefir, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus kefiranofaciens,
Lactobacillus kefirgranum, Lactobacillus kimchii, Lactobacillus kunkeei,
Lactobacillus leichmannii, Lactobacillus letivazi, Lactobacillus lindneri,
Lactobacillus malefermentans, Lactobacillus mali, Lactobacillus maltaromicus,
Lactobacillus  manihotivorans, Lactobacillus mindensis, Lactobacillus
mucosae, Lactobacillus murinus, Lactobacillus nagelii, Lactobacillus oris,
Lactobacillus panis, Lactobacillus pantheris, Lactobacillus parabuchneri,
Lactobacillus  paracasei, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei,
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans, Lactobacillus parakefiri, Lactobacillus
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paralimentarius, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus pentosus,
Lactobacillus perolens, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pontis,
Lactobacillus psittaci, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus ruminis, Lactobacillus sakei, Lactobacillus sakei L45,
Lactobacillus  salivarius, Lactobacillus salivarius subsp. salicinius,
Lactobacillus salivarius subsp. salivarius, Lactobacillus sanfranciscensis,
Lactobacillus sharpeae, Lactobacillus sp. NGRI 0001, Lactobacillus suebicus,
Lactobacillus thermotolerans, Lactobacillus vaccinostercus, Lactobacillus
vaginalis, Lactobacillus vermiforme, Lactobacillus versmoldensis,
Lactobacillus zeae, Lactococcus garvieae, Lactococcus lactis, Lactococcus
lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. hordniae, Lactococcus lactis
subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis bv. diacetylactis, Lactococcus
piscium, Lactococcus plantarum, Lactococcus raffinolactis, Leuconostoc
argentinum, Leuconostoc carnosum, Leuconostoc citreum, Leuconostoc fallax,
Leuconostoc ficulneum, Leuconostoc fructosum, Leuconostoc gasicomitatum,
Leuconostoc gelidum, Leuconostoc inhae, Leuconostoc kimchii, Leuconostoc
lactis, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc mesenteroides subsp.
cremoris, Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum, Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides, Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides  ATCC 8293, Leuconostoc  pseudomesenteroides,
Propionibacterium acidipropionici, Propionibacterium acnes,
Propionibacterium australiense, Propionibacterium avidum, Propionibacterium
cyclohexanicum,  Propionibacterium  freudenreichii,  Propionibacterium
freudenreichii subsp. freudenreichii, Propionibacterium freudenreichii subsp.
shermanii, Propionibacterium granulosum, Propionibacterium jensenii,
Propionibacterium  lymphophilum,  Propionibacterium  microaerophilum,
Propionibacterium propionicum, Propionibacterium thoenii, Saccharomyces
delbrueckii, = Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces unisporus,
Saccharomyces globosus, Saccharomyces carlsbergensis, Kluyveromyces
fragilis, Kluyveromyces bulgaricus, Kluyveromyces lactis, Torula holmii,
Candida tenuis, R2C2, INIX, ES1 and K2.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the microorganism is selected from the group
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consisting of L. rhamnosus, L. acidphilus, L. casei, L. lactis, L. plantarum, L.
Kefirgranum, R2C2, INIX, ES1 and K2.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the microorganism is R2C2.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the microorganism is INIX.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the microorganism is L. Kefirgranum.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the microorganism is  bacillaceae,
bifidobacteriaceae, enterobacteriaceae, enterococcaceae, lactobacillaceae;
propionibacteriaceae and yeast.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the bacillaceae is Bacillus subtilis.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the bifidobacteriaceae is one selected from the
group consisting of Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium infantis and Bifidobacterium lactis.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the enterobacteriaceae is Escherichia coli Nissle
1917.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the enterococcaceae is Enterococcus faecium.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the /actobacillaceae is one selected from the group
consisting of Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
crispatus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobaillus reuteri, Lactobacillus
rhamnosus and Lactobacillus salivarius.

The matrix in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the yeast is saccharomyces cerevisiae boulardii.
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In accordance with the present invention, there is provided a
microorganism R2C2 isolated from a consortium obtained from Kefir grain.

In accordance with the present invention, there is provided a
microorganism K2 isolated from a consortium obtained from Kefir grain.

In accordance with the present invention, there is provided a
microorganism ES1 isolated from a consortium obtained from Kefir grain.

In accordance with the present invention, there is provided a
microorganism INIX isolated from ATCC 43761 strain.

In accordance with the present invention, there is provided a
process for manufacturing the matrix of the present invention, the process
comprising the steps of:

a) fermenting a protein solution with a microorganism in a
medium;

b) precipitating protein from the proteins solution of step a);
and

) isolating precipitated proteins from supernatant.

The process in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the fermenting step is promoted by co-culturing at
least two microorganisms simultaneously or successively.

The process in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the process further comprises a step between
steps a) and b) for addition of a polysaccharide.

The process in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the process further comprises a step between
steps b) and c) for addition of a polysaccharide.

The process in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, further comprising a step of pasteurization of the proteins
solution before step a). This process can further include a sterilization step
after the pasteurization step.
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The process in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein precipitation of fermented proteins is effected by at
least one method selected from the group consisting of salt addition, pH
modulation, thermal treatment, proteolytic enzymes addition and floculent
addition.

The process in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the flocculent is a bacterial flocculent.

The process in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein the bacterial flocculent is L. Kefirgranum.

The process in accordance with a preferred embodiment of the
present invention, wherein separation of precipitated proteins from
supernatant is effected by a method selected from the group of centrifugation
and filtration.

In accordance with the present invention, there is provided a
composition comprising the matrix of the present invention in association with
a pharmaceutically acceptable carrier.

In accordance with the present invention, there is provided the use
of the matrix of the present invention, wherein the use is for the manufacture
of a product 