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Description

Titre de l'invention : Aliment ou complément alimentaire pour
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animaux d’élevage

Domaine de I’invention

L'invention a pour objet un aliment ou un complément alimentaire pour animaux
d’élevage monogastriques, notamment des poissons. En particulier, I’'invention
concerne des aliments ou compléments alimentaires permettant une libération

contrdlée des substances actives qu’ils comportent.

Etat de la technique

Il est bien connu d’utiliser des substances physiologiquement actives pour compléter
la nourriture d’animaux d’élevage pour améliorer 1’équilibre nutritif des animaux, leur
permettant d’accélérer leur croissance, et d’étre plus robustes face aux risques sa-
nitaires de 1’élevage.

De telles substances physiologiquement actives peuvent étre des protéines, des
lipides, des glucides, mais également des vitamines et toute forme de supplémentation
alimentaire visant les prébiotiques, probiotiques, acides aminés, antioxydants, ou autre
molécules (i.e. huiles essentielles) a vis€e nutraceutique ou thérapeutique directe ou
indirecte.

La diversité des conditions dans lesquelles les aliments sont ingérés et digérés
nécessite une réponse adaptée a chaque espece et a chaque stade de maturité des
animaux.

Le document EP 1 696 736 B1 divulgue un produit d’enrichissement pour or-
ganismes aquatiques tels des Artémia ou de rotifers qui sont eux-mémes utilisés
comme nourriture pour des poissons au stade larvaire. Ce produit d’enrichissement a
pour objectif d’augmenter dans les organismes aquatiques cibles le niveau d’acides
gras notamment de types DHA et EPA. Il comprend une phase lipidique dispersée dans
un gel aqueux de telle sorte que ce gel est soluble dans I’eau distillée a 20°C. Ce
produit permet de libérer progressivement des globules de lipides stables lorsqu’il est
plongé dans de I’eau. Les globules de lipides contiennent des produits actifs
notamment des acides gras spécifiques. Ce produit d’enrichissement ne peut ainsi
comporter que des produits liposolubles et non des produits hydrosolubles.

L’intérét demeure donc pour des aliments ou des compléments alimentaires, intégrant
une diversité importante de nutriments (protéines, lipides, vitamines, prébiotiques, pro-
biotiques, etc...) dont les structures et les procédés de fabrication permettent de
proposer une réponse adaptée a chaque espece et a chaque stade de maturité des

animaux.
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En particulier, pour un aliment adapté a la nourriture et la croissance de poissons au
stade larvaire qui comporte I’ensemble des substances actives et nutriments hydro-
solubles et liposolubles nécessaires.

Description breve de I’invention

L’invention a pour objet les produits et le procédé suivants :

1. Aliment ou complément alimentaire, sous forme d’objets a empilements mo-
dulaires permettant une libération contr6lée de substances nutritives et/ou physiolo-
giquement actives pour animaux, comprenant un noyau avec une phase lipidique
comportant des substances nutritives et/ou physiologiquement actives liposolubles,
ladite phase lipidique étant sous forme de particules dispersées dans une matrice
aqueuse gélifiée, caractérisé en ce que ladite phase aqueuse gélifiée est stable dans un
milieu aqueux, en ce que ladite phase aqueuse gélifi€ée comporte des substances nu-
tritives et/ou physiologiquement actives hydrosolubles et en ce ledit objet comporte un
enrobage du noyau.

2. Aliment ou complément alimentaire selon la revendication 1, dans lequel ladite
phase aqueuse comporte un polysaccharide fonctionnalisé présentant des charges
négatives ou positives, avec une teneur comprise entre 1 et 4 % en poids par rapport au
poids de ladite phase aqueuse.

3. Aliment ou complément alimentaire selon la revendication 2, dans lequel ladite
phase aqueuse est gélifiée par réaction dudit polysaccharide chargé avec des réactifs
tels un sel de calcium en présence de pyrophosphate ou deltagluconolactone, par li-
bération de protons acides par hydrolyse aqueuse.

4. Aliment ou complément alimentaire selon la revendication 3, dans lequel le sel de
calcium est choisi dans le groupe des carbonate, sulfate et stéarate de calcium.

5. Aliment ou complément alimentaire selon 1’une des revendications 1 a 4, dans
lequel la teneur de la phase lipidique dispersée dans la phase aqueuse est comprise
entre 5 et 50 % en volume, et de préférence comprise entre 10 et 30 % en volume par
rapport au volume de ladite phase aqueuse.

6. Aliment ou complément alimentaire selon 1’'une quelconque des revendications
précédentes, dans lequel ladite phase aqueuse gélifiée comporte une charge minérale.

7. Aliment ou complément alimentaire selon la revendication 6, dans lequel ladite
charge minérale est choisie dans le groupe des phyllosilicates et préférentiellement une
smectite.

8. Aliment ou complément alimentaire selon I’une quelconque des revendications
précédentes, dans lequel ladite phase lipidique est dispersée dans une phase aqueuse
comportant des agents de surface.

9. Aliment ou complément alimentaire selon la revendication 8, dans lequel lesdits

agents de surface sont des microfibres ou des nanofibres de cellulose ou de chitine



avec une teneur comprise entre 0,1 et 2% en poids, et préférentiellement entre 0,3 et
0,9 % en poids par rapport au poids de ladite phase aqueuse de dispersion de la phase
lipidique.

10. Aliment ou complément alimentaire selon I’une quelconque des revendications
précédentes, dans lequel ledit noyau comporte en surface des charges libres, dans
lequel ledit enrobage dudit noyau comporte n couches de matériaux biocompatibles
avec un systeme digestif chargés électrostatiquement alternativement positivement et
négativement pour former des coacervats en empilement de couches, et dans lequel n
est au moins égal a 1.

11. Aliment ou complément alimentaire selon la revendication 10, dans lequel les
matériaux biocompatibles avec un systeme digestif sont des biopolymeres chargés.
12. Aliment ou complément alimentaire selon I’une quelconque des revendications
précédentes, dans lequel le noyau comporte un polymere chargé, ou des protéines avec
des charges de surface ou des tensioactifs cationiques, anioniques ou zwitterioniques.
13. Aliment ou complément alimentaire selon I’une quelconque des revendications
précédentes, dans lequel la taille dudit objet est inférieure a 1 mm et de préférence
comprise entre 50 et 400 micrometres.

14. Aliment ou complément alimentaire selon I’une quelconque des revendications
précédentes, dans lequel la taille desdites particules lipidiques est comprise entre 1 et
100 micrometres et de préférence comprise entre 1 et 10 micrometres.

15. Procédé de préparation d'un aliment ou d’un complément alimentaire sous forme
d’objets a empilements modulaires permettant une libération contrdlée de substances
nutritives et/ou physiologiquement actives pour animaux monogastriques, comprenant
un noyau avec une phase lipidique avec des substances actives liposolubles et une
phase aqueuse avec des composants actifs hydrosolubles, ladite phase lipidique étant
dispersée dans ladite phase aqueuse, et un enrobage du noyau, comportant les étapes
suivantes :

(a) préparer une premiere émulsion huile dans eau stabilisée par des nanoparticules ou
des microparticules pour obtenir lesdites particules lipidiques ;

(b) préparer une phase aqueuse comportant les substances actives hydrosolubles, et les
réactifs de gélification, ajouter dans cette phase aqueuse la premiere émulsion huile
dans eau et homogénéiser 1’ensemble pour obtenir une phase aqueuse gélifiable
comportant une phase lipidique stabilisée et dispersée ;

(c) injecter ladite phase aqueuse en cours de gélification dans une phase huileuse et
cisailler fortement 1’ensemble pour obtenir une deuxieme émulsion des particules
aqueuses qui finiront de réticuler et de se solidifier dans 1’huile ;

(d) séparer les particules aqueuses gélifiées ; et

(e) former I’enrobage desdits noyaux par additions successives de solutions de bio-
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polymeres cationiques et anioniques.
La gélification stabilisée en milieu aqueux de la phase ou matrice aqueuse dans

laquelle se trouvent les particules lipidiques permet de conserver dans cette matrice les
substances actives hydrosolubles utiles pour la croissance et d’€tre plus robustes face
aux risques sanitaires de I’élevage pour les animaux cibles, par exemple de poissons a
I’état larvaire.

Ce procédé de fabrication respecte 1'intégrité de I’ensemble des nutriments et

substances actives de 1’aliment ou du complément alimentaire.

Description des Figures

L’invention est décrite ci-apres a 1’aide des figures 1 a 9, données uniquement a titre
d’illustration :

— [Fig. 1] présente schématiquement en coupe et sans respect des dimensions
respectives un produit selon 1’un des objets de I’invention ;

— [Fig. 2] présente schématiquement un mode de réalisation d’un enrobage du
noyau du produit de la figure 1 ;

— [Fig. 3] présente un schéma d’un procédé de fabrication du produit de la
figure 1 ;

— [Fig. 4] présente I’analyse de la dispersion de particules lipidiques stabilisées
avec de la chitine ;

— [Fig. 5] présente un cliché en microscopie optique de particules lipidiques
avant dispersion dans une phase aqueuse gélifiée ;

— [Fig. 6] présente des courbes de suivi du comportement rhéologique d’une
phase aqueuse gélifiée ;

— [Fig. 7] présente la distribution de taille des noyaux du produit de la figure 1 ;

— [Fig. 8] présente le suivi conductimétrique des ajouts dosés de biopolymeres
chargés dans ’eau ; et

— [Fig. 9] présente I’évolution de la conductivité de particules réticulées,
dispersées dans 1’eau, en fonction d’ajouts dosés de biopolymeres chargés.

Description détaillée de I’invention

La [fig.1] présente schématiquement et en coupe sans aucun respect des dimensions
respectives de chaque phase un produit selon I’un des objets de ’invention.

Ce produit 10 comprend un noyau 12 et un enrobage 14 du noyau. Le noyau 12
comprend une phase lipidique sous forme de particules sphériques stabilisées 16
dispersées dans une matrice aqueuse 18.

Un premier élément de ce produit 10 est la présence de particules lipidiques 16
dispersées dans la phase ou matrice aqueuse 18.

Selon des modes de réalisation préférentiels, les particules lipidiques sont de forme



sensiblement sphérique et de diametre compris entre 1 et 10 um.

[0016]  Les particules lipidiques peuvent avantageusement comporter des vitamines et des
antioxydants.

[0017]  Les particules lipidiques comprennent une ou plusieurs huiles végétales ou animales
choisies de préférence parmi les huiles ayant une teneur €levée en oméga 6 et oméga 3.
De préférence, ces particules lipidiques comportent une forte teneur en oméga 6 et
oméga 3, en particulier de types DHA et EPA. La teneur en oméga 3 est de préférence
supérieure a 15 % en poids par rapport au poids de la phase lipidique.

[0018]  Un deuxieme €lément du produit 10 est de comporter une phase aqueuse contenant
des substances actives hydrosolubles.

[0019]  On utilisera indifféremment les termes « phase aqueuse » et « matrice aqueuse ».

[0020]  Avantageusement, la matrice aqueuse a une forme sensiblement sphérique et a un
diametre inférieur a 1 mm et de préférence compris entre 20 et 400 um.

[0021]  Laréticulation de la phase aqueuse permet de limiter la fuite des nutriments et
substances actives a I’extérieur lorsqu’elle est plongée dans un milieu aqueux.

[0022]  Selon un mode de réalisation préférentiel, la phase aqueuse comporte un poly-
saccharide fonctionnalisé présentant des charges négatives ou positives, avec une
teneur comprise entre 1 et 4 % en poids par rapport au poids de ladite phase aqueuse.

[0023]  Avantageusement, la phase aqueuse est gélifi€e (réticulée) par réaction du poly-
saccharide chargé avec des réactifs tels un sel de calcium en présence de pyro-
phosphate ou deltagluconolactone, par libération de protons acides par hydrolyse
aqueuse.

[0024]  De préférence, le sel de calcium est choisi dans le groupe des carbonate, sulfate et
stéarate de calcium.

[0025]  Avantageusement, la phase aqueuse comporte des agents de surface pour stabiliser
I’émulsion huile dans eau.

[0026]  Selon un mode de réalisation préférentiel, ces agents de surface sont des micro-
particules ou des nanoparticules dont au moins I’une des dimensions est inférieure a 50
um, que I’on retrouvera principalement en surface. En effet, ces particules jouent le
role d’agents de surface stabilisateurs dans les €mulsions dites de Pickering.

[0027]  Ces agents de surface peuvent avantageusement €tre des microfibres ou des na-
nofibres de cellulose ou de chitine avec une teneur en poids comprise entre 0,1 et 2%
en poids, et préférentiellement entre 0,3 et 0,9 % en poids par rapport au poids de la
phase aqueuse.

[0028]  De préférence, les microfibres ou les nanofibres ont un facteur de forme supérieur a
10.

[0029]  De préférence aussi, les microfibres ont une longueur comprise entre 1 et 50 mi-

crometres et un diametre compris entre 100 nanometres et 1 micrometre. A titre
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d’exemple les microfibres de chitine ont une longueur de I’ordre de 20 pm et un
diametre de 100 nanometres a 1 pm.

Des nanofibres peuvent aussi étre utilisées, a titre d’exemple les nanofibres de chitine
utilisées dans I’exemple présentent un facteur de forme de 10 a 40, un diametre de
I’ordre de 10 nanometres et une longueur de 50 a 300 nanometres.

Selon un mode de réalisation préférentiel, I’émulsion des particules lipidiques
dispersées dans la phase aqueuse comporte des protéines spécifiques destinées a
modifier les propriétés des interfaces entre les particules lipidiques et la phase aqueuse.
Ces propriétés peuvent €tre la perméabilité, les charges €lectrostatiques de surface,
tension de surface, fonctions chimiques, rugosité...

La masse moléculaire et le pKi de ces protéines peuvent étre des criteres de choix. A
titre d’exemple, on peut utiliser des protéines BSA (Bovine Serum Albumine) dont la
masse moléculaire est de 1’ordre de 66 kDa et le pKi de 5,2 ; on peut aussi utiliser des
protéines lysozyme de masse moléculaire de 1’ordre de 14 kDa et de pKi égal a 11,35.
Ces protéines sont ajoutées a la phase aqueuse apres 1’établissement de 1’émulsion de
Pickering.

Selon un mode de réalisation préférentiel, la phase aqueuse gélifiée comporte une
charge minérale.

Cette charge minérale peut étre choisie dans le groupe des phyllosilicates, et préfé-
rentiellement le phyllosilicate est une smectite.

La charge minérale peut avoir une teneur dans la phase aqueuse comprise entre 0,5 et
35 % en poids et de préférence inférieure a 15 % en poids, par rapport au poids total de
la phase aqueuse.

La présence de cette charge minérale dans la matrice aqueuse a plusieurs avantages
importants. Tout d’abord, la charge permet de maitriser la flottabilité des objets
lorsqu’ils sont utilisés en aquaculture. Elle renforce aussi la résistance des objets a
I’action de I’oxygene en réduisant fortement sa cinétique de diffusion dans le noyau
des objets et fait office de barricre physique pour limiter la fuite des petites molécules
des nutriments et substances actives. Enfin, la trés forte surface développée des
feuillets de smectite permet de microstructurer la matrice aqueuse a I’échelle nano-
métrique ce qui permet de compartimenter et de jouer sur la cinétique de digestibilité
de la matrice aqueuse par les interactions entre les feuillets chargés positivement sur
les cOtés et négativement en surface avec I’alginate.

De préférence, la teneur de la phase lipidique dispersée dans la matrice aqueuse est
comprise entre 5 et 50 % en volume, et de préférence comprise entre 10 et 30 % en
volume, par rapport au volume total du noyau.

En-dessous de 5 % en volume, le volume de la phase lipidique n’est plus suffisant

pour introduire de facon aisée les substances actives liposolubles et avoir une bonne
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homogénéité de composition des noyaux des objets.

Au-dela de 50 %, il devient beaucoup plus difficile de conserver une émulsion
d’huile dispersée dans la phase aqueuse (risque d’inversion de phase).

La phase aqueuse gélifiée peut comporter des substances actives hydrophiles telles
que des protéines, des acides aminés, des vitamines, des prébiotiques, des probiotiques,
des anti-oxydants, et leurs combinaisons.

Avantageusement, la phase aqueuse comporte en outre un agent osmotique.

Cet agent osmotique peut étre choisi dans le groupe des sucres, des sels, des
polymeres hydrosolubles de préférence de masse moléculaire inférieure a 150 kg/mole
et de leurs combinaisons.

Un choix préférentiel d’agent osmotique peut étre du sorbitol avec une teneur in-
férieure a 5 % en poids par rapport au poids de la solution aqueuse pour ne pas rendre
indigeste le produit final. Une teneur entre 0,8 et 1,5 % en poids de sorbitol est
optimale. On peut aussi utiliser avantageusement du sel de Guérande qui permet aussi
d’apporter des sels minéraux utiles.

Le troisieme élément de ce produit 10 est de comporter un enrobage 14 du noyau 12.

Avantageusement, le noyau 12 comporte en surface des charges libres, 1’enrobage du
noyau comporte n couches de matériaux biocompatibles avec un systeme digestif, en
particulier de biopolymeres, présentant un empilement alterné de charges électro-
statiques positives et négatives qui forment des coacervats structurés en empilement de
couches, et n est au moins €gal a 1.

Ce systeme d’enrobage a I’avantage de faciliter la modulation de I’€paisseur de la
couche d’enrobage et le large choix de biopolymeres permet de moduler le maillage de
biopolymeres a la surface, qui sera ensuite rigidifié¢ par des réticulations plus ou moins
fortes de ce maillage.

De préférence, n est inférieur ou égal a 15 et de préférence compris entre 2 et 10. n
est un nombre entier.

Ce nombre de couches variable est adapté pour obtenir un bon compromis entre
qualité de I’encapsulation et relargage contr6lé dans le tube digestif tout en permettant
une mise en ceuvre aisée.

La couche extérieure de cet enrobage est de préférence constituée d’un polymere
chargé positivement car cela a des propriétés antibactériennes et ainsi on améliore la
conservation de 1’aliment ou du complément alimentaire.

Avantageusement, les matériaux biocompatibles avec un systeme digestif sont des
biopolymeres chargés.

Ces biopolymeres sont de préférence choisis dans le groupe des polysaccharides
chargés positivement, tels que polypeptides, chitosan, dérivés de la chitine, gomme de

guar fonctionnalisée, et des polysaccharides chargés négativement tels que poly-
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peptides, pectine, gomme arabique, xanthane, alginates, carraghénanes, dérivés cellu-
losiques, et leurs combinaisons mais peuvent ¢galement combiner les charges positives
et négatives tels que dans 1’acide hyaluronique.

Selon un mode de réalisation préférentiel, I’enrobage comporte des agents de réti-
culation par complexation métallique ou pontage chimique choisis dans le groupe des
métaux de transition chargés et des anions multichargés tels que les polyphosphates
incluant le trisodium tetraphosphate (TSTP) Na3P4010.

Avantageusement, le noyau comporte un polymere chargé, ou des protéines avec des
charges de surface ou des tensioactifs cationiques, anioniques ou zwitterioniques.

On peut aussi ajouter spécifiquement des biopolymeres chargés au noyau pour
générer ces charges positives de surface. Ils seront choisis parmi des biopolymeres
anioniques, ou cationiques cités ci-dessus, mais également parmi les biopolymeres
combinant les charges positives et négatives tel que dans I’acide hyaluronique. Cela
permet de moduler les charges résiduelles ou libres par I’ajustement des conditions de
pH du milieu ou par I’équilibre stoechiométrique des systemes de complexation dans la
phase aqueuse gélifiée.

L’enrobage peut aussi comporter au moins une couche de matériaux de renfort.

Ces matériaux de renfort peuvent étre choisis dans le groupe des argiles, des silices et
des microfibres minérales ou organiques chargées.

Ces matériaux de renfort présentent une dominante de charges €lectrostatiques
négatives a leurs surfaces et sont ainsi attirées par les charges positives de surface d’un
biopolymere cationique. On peut ainsi mettre en place une couche de matériaux de
renfort entre deux couches de biopolymeres cationiques.

Le principe d’intégrer des matériaux de renfort présentant des charges électro-
statiques négatives a leur surface reste possible, ils seront positionnés entre deux
couches de biopolymeres anioniques.

Cet enrobage 14 est donc constitué de couches de biopolymeres, avantageusement de
polysaccharides, et éventuellement de matériaux de renfort, chargés alternativement
plus et moins. Dans I’estomac de I’animal, le pH est acide et c’est le maillage des bio-
polymeres chargés positivement qui est le plus résistant a ce pH acide et qui assure
I’intégrité de I’enrobage.

Les couches chargées négativement de I’enrobage sont bloquées par des cations tels
Ca++. Ces cations sont dissous en milieu acide, donc lorsque I’on arrive en milieu
basique (les intestins) on a une véritable libération de 1’ensemble des couches de
I’enrobage. Dés qu’il y a une breche dans I’enrobage les enzymes de la bile vont
pouvoir pénétrer jusqu’au noyau et entrainer la libération de la phase aqueuse ainsi que
de ses nutriments et de ses substances actives, conduisant trés rapidement aussi a la 1i-

bération des particules lipidiques de la phase aqueuse ainsi que de leurs nutriments et
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substances actives. Cet enrobage assure donc la libération rapide de tous les nutriments
et substances actives dans la zone des intestins des animaux monogastriques la ou leur
absorption sera la plus efficace possible.

Ce produit présente un fort potentiel dans la substitution efficace des proies vivantes
dans les écloseries d’especes marines de poissons, ainsi que pour les nurseries de
crevettes. Il présente également un intérét fort pour la supplémentation des eaux de
breuvages des exploitations de monogastriques tels que les élevages aviaires.

La [fig.2] illustre la formation de I’enrobage des noyaux par ajouts successifs de bio-
polymeres, avantageusement de polysaccharides, chargés positivement et néga-
tivement.

A gauche de la figure, on voit un noyau 12 du premier produit 10. Ce noyau
comprend des charges libres de surface, de préférence positives.

Ce noyau est dispers€ dans une solution aqueuse, a laquelle on va ajouter une
solution de biopolymeres chargés négativement 52, par exemple des polysaccharides
tels que les alginates, les xanthanes, les carboxymethyl celluloses, etc.

Par interactions électrostatiques, le biopolymere chargé négativement va recouvrir la
surface du noyau en formant un coacervat, avec un excédent de charges négatives
servant de base pour I’étape suivante.

On introduit ensuite dans la dispersion avec le noyau chargé maintenant néga-
tivement en surface, une solution de biopolymere, avantageusement de polysaccharide,
chargé positivement 54. Celui-ci va alors recouvrir la couche précédemment disposée.

On renouvelle I’opération en alternant les solutions de biopolymeres chargés plus et
moins jusqu’a obtenir un enrobage 14 comportant le nombre n de couches désiré.
Usuellement n est compris entre 2 et 10.

La [fig.3] présente les différentes étapes de fabrication du produit 10.

Les noyaux du produit 10 sont préparés a partir d’une double émulsion huile dans
eau dans huile. La premiere émulsion huile dans eau est stabilisée par des agents de
surface tels des microparticules ou des nanoparticules puis optionnellement les in-
terfaces entre les particules lipidiques et la matrice aqueuse sont modifiées par
I’incorporation dans la phase aqueuse de protéines spécifiques. L’obtention des noyaux
est alors obtenue par réalisation de 1’émulsion double et stabilisée par réticulation de la
phase aqueuse gélifiée. Les particules sont récupérées par séparation entre la phase
huile et de I’eau de lavage par exemple par centrifugation. On réalise ensuite un
enrobage. Les agents de surface de stabilisation de la premiere émulsion sont avanta-
geusement des microfibres de chitine ou de cellulose.

Un exemple de réalisation est maintenant décrit.

A I’étape (a), on prépare dans un flacon une phase aqueuse contenant une

concentration de nanofibres de cellulose ou de chitine comprise entre 0,1 % et 0,6 %
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en poids par rapport au poids de la phase aqueuse. On ajoute dans ce flacon le volume
nécessaire d’un mélange d’huile adapté pour avoir une composition avec des taux
d’acide docosahexaénoique (DHA) et d’acide eicosapentaénoique (EPA) appropriés
pour la cible choisie. On a 30 % en volume d’huile et 70 % en volume d’eau.

Les nanofibres de chitine utilisées ont un facteur de forme de 10 a 40, un diameétre de
I’ordre de 10 nanometres et une longueur de 50 a 300 nanometres.

On homogénéise a I’aide d’un systeme rotor-stator type Silverson L5SM-A,
permettant d’obtenir un fort cisaillement a 10 000 rpm (tours par minute), pendant 10
min. On laisse reposer 20 min, puis on homogénéise a nouveau pendant 10 min a la
méme vitesse.

Les émulsions ont €t€ caractérisées au granulometre Malvern Mastersizer 3000 avec
une dispersion en voie liquide par I’hydro EV, avec le logiciel de détermination de la
taille de I’appareil (équation Fraunhofer).

La [fig.4] présente les résultats de I’analyse de la taille des particules lipidiques
obtenues avec stabilisation avec des microfibres de chitine. La courbe C1 correspond a
une concentration de chitine de 0,1 % en poids par rapport au poids de la phase
aqueuse, la courbe C2 a 0,2 % en poids, la courbe C3 a 0,3 % en poids et la courbe C4
a 0,6 % en poids.

Les particules les plus monodisperses sont obtenues a partir de 0,3 % en poids de
chitine en solution, pour un pic de tailles compris entre 5 et 6 pm.

Les tailles moyennes des particules lipidiques obtenues par stabilisation avec de la
cellulose sont plus petites, entre 2 et 3 microns, et les émulsions sont stables des 0,1%
en poids d’agent stabilisant.

A I’étape (a’) optionnelle, on module la perméabilité des particules lipidiques en in-
corporant dans la phase aqueuse des protéines spécifiques. En travaillant a pH 7, on
utilise des protéines de lysozyme pour des émulsions stabilisées avec des microfibres
de cellulose et des protéines BSA (Bovine Serum Albumine) pour des €émulsions sta-
bilisées avec des microfibres de chitine. Cela permet de favoriser les interactions €élec-
trostatiques avec les charges négatives de surface de la cellulose, ou positives de la
chitine.

La [fig.5] montre un cliché obtenu au microscope optique, aucune agrégation n’est
observée.

Ces particules peuvent étre utilisées pour la fabrication de 1’aliment.

A 1’étape (b), on prépare une phase aqueuse gélifiée (réticulée) comme suit :

Dans un bécher, on disperse 20 % en poids par rapport au poids de la phase aqueuse
d’un mélange de protéines correspondant a la cible d’apport en acides aminés dans de
I’eau ; on ajoute 2 % en poids d’alginate de sodium ; on ajoute 1 % en poids d’agent

osmotique par exemple du sorbitol.
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On mélange avec un fouet du type d’un robot Kenwood jusqu’a homogénéisation
complete de la solution.

On ajoute I’émulsion préparée a I’étape (a) de fagcon a apporter 10 % en poids de
lipides par rapport au poids de la phase aqueuse ; on ajoute les éléments nutritifs com-
plémentaires (de 2 a 15 % en poids par rapport a la phase aqueuse) ; on homogénéise
au fouet pendant 5 a 10 min.

On prépare séparément une dispersion a hauteur de 30 % en poids d’argile
(montmorillonite ou bentonite) dans une phase aqueuse contenant 0,5 % en poids de
gomme de guar. On ajoute a la phase aqueuse du bécher I’équivalent de 2 % en poids
par rapport au poids de la phase aqueuse du bécher de la dispersion d’argile.

On mélange avec le fouet I’ensemble. La solution peut étre travaillée pendant 5 a 10
minutes.

On ajoute ensuite simultanément 0,5 % en poids de pyrophosphate et 2 % de sulfate
de calcium, puis on mélange avec le fouet I’ensemble pendant 1 a 2 minutes.

La cinétique de solidification de ’aliment a été caractérisée au Rhéometre ARES-G2
de TA-instrument, avec le mobile cone/plan de 40 mm?2. Un cisaillement rotatif de 5° a
été appliqué a une fréquence de 1 Hz, et I’évolution de la force au cours du temps a été
mesurée.

La [fig.6] présente des courbes de suivi du comportement rhéologique de la phase
aqueuse gélifiée dans le cas d’une phase obtenue avec 2 % en poids d’alginate et 15 %
en poids de protéines par rapport au poids total de la phase aqueuse. Cette figure donne
I’évolution en fonction du temps des modules G” et G” mesurés.

On observe aux temps d’observation courts une déstructuration du gel poly-
électrolyte/protéines, avec une diminution de la force de cisaillement G’, marquant
plusieurs paliers. Puis une reprise de la force au-dela de 3800 secondes traduisant
I’émergence d’un domaine de réticulation percolant entre les deux plaques de ci-
saillement. Cette réticulation semble saturer a 8300 secondes, puis il y a décrochement
probablement li€ a la désolidarisation de 1’€chantillon solidifié avec la paroi du cone/
plan.

On en déduit que la mixture peut €tre travaillée pendant environ une heure sans
risquer de détruire le mécanisme de gélification, et avec deux heures de repos
consécutifs on atteint le niveau de rigidit€ maximum.

A I’étape (c), on injecte la phase aqueuse gélifiée obtenue i 1’étape (c) dans une
phase huileuse, on cisaille fortement I’ensemble pour obtenir une deuxieme émulsion
des particules aqueuses gélifiées dans I’huile :

Dans un bécher, on verse un volume de phase huileuse, préférentiellement de 1’huile
de tournesol, correspondant a trois fois le volume de la phase aqueuse gélifiée obtenue

a I’étape (b) ; on ajoute la phase aqueuse gélifiée et on mélange la solution dans un
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mélangeur a fort cisaillement rotor-stator type Mélangeur Silverson, L5M-A pendant 5
min a 2 800 rpm (tours par minute).

On laisse reposer 30 minutes ; on cisaille de nouveau au mélangeur a fort ci-
saillement pendant 5 minutes et on laisse reposer 120 minutes.

On peut aussi optionnellement obtenir plus rapidement la fin des réactions de réti-
culation en augmentant la température des particules aqueuses.

a I’étape (d), on obtient les particules aqueuses réticulées, les noyaux des produits 10,
que I’on récupere en transférant les particules dans de I’eau de lavage et par séparation
de la phase huileuse par exemple par centrifugation :

Dans un grand récipient/réacteur, on verse le mélange précédent, on ajoute un
volume d’eau correspondant a deux fois le volume de la phase huileuse. L’eau
comporte 1 % en poids d’agent osmotique préférentiellement du sorbitol.

On homogénéise la solution biphasique puis on centrifuge a 1000 g pendant deux
minutes. Les noyaux ainsi centrifugés migrent dans la phase aqueuse.

On élimine le surnageant correspondant a I’huile, et le surnageant d’eau de lavage, en
conservant les noyaux.

On renouvelle cette purification des particules a deux reprises avec de I’eau sup-
plémentée a 1% en sorbitol.

A chaque fois la phase huileuse et le surnageant aqueux sont €liminés.

Enfin, on ajoute les particules décantées dans une phase aqueuse dont le volume est
double de celui des particules décantées. L’eau contient 1% de sorbitol et 0.05% de
Chitosan (agent de stabilisation anti bactérien).

Les noyaux peuvent étre stockées a +4°C.

Les particules sont caractérisées au granulometre Malvern Mastersizer 3000 avec une
dispersion en voie liquide par ’hydro EV, avec le logiciel de détermination de la taille
de I’appareil (équation Fraunhofer). La [fig.7] présente les résultats obtenus.

La taille moyenne des particules de phase aqueuse, les noyaux, obtenues avec la
vitesse de rotation de 2000 rpm est de 480 um. La taille moyenne peut étre réduite en
augmentant le taux de cisaillement de la solution, en diminuant la viscosité de la
solution d’alginate (phase dispersée) ou en augmentant la viscosité de la phase
continue (huile).

Les particules ainsi obtenues peuvent €tre stockés au frais (4°C), ou utilisées pour
I’étape d’enrobage par dépot de couche de biopolymere couche par couche, en anglais
« Layer by Layer ».

A I’étape (e), on forme 1’enrobage des noyaux par dispersion dans un bain aqueux
dans lequel on apportera successivement des solutions de matériaux biocompatibles ca-
tioniques et anioniques :

Le mode opératoire est décrit pour 100 g de particules aqueuses dispersées dans 300
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g d’eau supplémentée de 1 % de sorbitol.

On utilise un mobile d’agitation favorisant une bonne homogénéisation, sans induire
un cisaillement excessif de la solution (mobile hélices doubles).

On prépare :

— 2000 ml d’une premiere solution aqueuse de chitosan a 0,1 % en poids par
rapport au poids de la solution aqueuse (avec 0.05% d’acide acétique) ;

— 2000 ml d’une seconde solution aqueuse d’alginate de sodium a 0,1 % en
poids ;

— 200 ml d’une troisicme solution aqueuse de chlorure de calcium a 2 % en
poids ; et

— 200 ml d’une quatrieme solution aqueuse de trisodium tetraphosphate (TSTP)
a 0,5% en poids.

On commence les ajouts par la solution d’alginate de sodium a 0,1 % en poids ; on
agite pendant 1 a 2 min entre chaque ajout. On ajoute ensuite la solution de chitosan.

La marche suivie et les proportions de chaque ajout sont alors les suivantes (tous les
% sont des % en poids) :

- + 20 ml de solution d’alginate de sodium a 0,1 % ;
- + 20 ml de solution de chitosan a4 0,1 % ;

- + 60 ml de solution d’alginate de sodium a 0,1 % ;
- + 20 ml de solution de trisodium tetraphosphate (TTP) a 5 g/l ;
- + 10 ml de solution de chitosan a4 0,1 % ;

- + 10 ml de solution de chlorure de calcium a 2 % ;
- + 4,25 g de montmorillonite ;

- + 100 ml de solution de chitosan a4 0,1 % ;

- + 80 ml de solution d’alginate de sodium a 0,1 % ;
- + 20 ml de solution de chitosan 2 0,1 % ; et

- + 20 ml de solution de chlorure de calcium a 20 %.

On agite pendant 15 min a 370 rpm. Ce mode opératoire permet d’obtenir un
enrobage a sept couches dont la premicre est une couche d’alginate de sodium
anionique et la dernieére de chitosan cationique. Au milieu de I’enrobage, il y a une
couche de feuillets de smectite (montmorillonite). Ces opérations ont pu €tre répétées
jusqu’a sept fois au laboratoire.

Le suivi conductimétrique de la conductance des solutions permet de suivre le dépot
des biopolymeres chargés.

Comme référence, on mesure 1’évolution de la conductivité d’une solution d’eau
pure, a laquelle on effectue des ajouts dosés de solution de chitosan a 0,1% (courbe
C1), puis de fagon indépendante des ajouts dos€s d’alginate de sodium a 0,1 % (courbe

C2), et enfin la combinaison des deux (courbe C3). La [fig.8] montre les résultats
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obtenus.

On caractérise ainsi I’augmentation de la conductivité de la solution lors des ajouts
de chitosan et d’alginate de sodium, avec une conductivité plus importante pour
1’alginate. La combinaison des deux réactifs se traduit par une augmentation en dents
de scie moins rapide de la conductivité comparée a celle des polymeres anioniques et
cationiques seuls, car les charges se neutralisent en grande partie, et le rayon de
giration des coacervats devient plus grand (conductivité apparente moins €levée).

La [fig.9] montre I’évolution de la conductivité d’une solution de particules aqueuses
lors des ajouts dosés de biopolymeres chargés. Cette figure montre que 1’ajout de bio-
polymeres anioniques et cationiques n’induit pas d’augmentation de la conductivité de
la solution, au contraire, elle diminue. C’est la signature de la condensation des bio-
polymeres anioniques et cationiques a la surface des particules, conduisant a la di-
minution de la conductivité globale de la solution. Compte tenu du fait que les grosses
particules de lipides contribuent peu a la conductivité, et que les sels en solution (agent
osmotique) peuvent Etre piégés dans I’interface au cours de la condensation, ils ne
contribuent plus a la conductivité de la solution.

Les aliments et les compléments alimentaires qui constituent certains des objets de
I’invention sont donc des produits a architecture modulaire qui permettent d’encapsuler
des nutriments et substances actives diverses et de les relarguer dans le systeéme
digestif des animaux cibles.

La stabilisation grace aux polymeres de I’enrobage lui permet de résister au milieu
acide de I’estomac tout en permettant une désagrégation rapide en milieu basique
ultérieur ce qui assure un relargage tres rapide et efficace de 1’ensemble des nutriments
et substances actives 1a ou ils sont les plus efficaces.

L’architecture modulaire du noyau permet d’incorporer dans la phase interne aqueuse
de I’ordre de vingt substances actives hydrosolubles différentes ; dans la phase interne
lipidique, on peut incorporer aussi un nombre important de substances actives lipo-
solubles différentes.

Le procédé de fabrication est respectueux de ces nutriments et substances actives.

Les produits objets de 1’invention sont ainsi avec leur architecture modulaire d’usage
tres souple et en faisant varier les conditions de fabrication, on peut faire varier les di-
mensions respectives des particules et des noyaux ainsi que la nature et la quantité des
substances actives et des nutriments pour les adapter finement a tous les animaux

cibles.
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Revendications

Aliment ou complément alimentaire, sous forme d’objets a empilements
modulaires permettant une libération contrdlée de substances nutritives
et/ou physiologiquement actives pour animaux, comprenant un noyau
avec une phase lipidique comportant des substances nutritives et/ou
physiologiquement actives liposolubles, ladite phase lipidique étant sous
forme de particules dispersées dans une matrice aqueuse gélifiée, ca-
ractérisé en ce que ladite phase aqueuse gélifiée est stable dans un
milieu aqueux, en ce que ladite phase aqueuse gélifi€ée comporte des
substances nutritives et/ou physiologiquement actives hydrosolubles, en
ce que ladite phase aqueuse gélifiée comporte une charge minérale et/ou
des agents de surface et en ce qu’il comporte un enrobage du noyau.
Aliment ou complément alimentaire selon la revendication 1, dans
lequel ladite phase aqueuse comporte un polysaccharide fonctionnalisé
présentant des charges négatives ou positives, avec une teneur comprise
entre 1 et 4 % en poids par rapport au poids de ladite phase aqueuse.
Aliment ou complément alimentaire selon la revendication 2, dans
lequel ladite phase aqueuse est gélifiée par réaction dudit polysaccharide
chargé avec des réactifs tels un sel de calcium en présence de pyro-
phosphate ou deltagluconolactone, par libération de protons acides par
hydrolyse aqueuse.

Aliment ou complément alimentaire selon la revendication 3, dans
lequel le sel de calcium est choisi dans le groupe des carbonate, sulfate
et stéarate de calcium.

Aliment ou complément alimentaire selon I’une des revendications 1 a
4, dans lequel la teneur de la phase lipidique dispersée dans la phase
aqueuse est comprise entre 5 et 50 % en volume, et de préférence
comprise entre 10 et 30 % en volume par rapport au volume de ladite
phase aqueuse.

Aliment ou complément alimentaire selon I’une quelconque des reven-
dications précédentes, dans lequel ladite charge minérale est choisie
dans le groupe des phyllosilicates et préférentiellement une smectite.
Aliment ou complément alimentaire selon I’une quelconque des reven-
dications précédentes, dans lequel lesdits agents de surface sont des mi-
crofibres ou des nanofibres de cellulose ou de chitine avec une teneur
comprise entre 0,1 et 2 % en poids et préférentiellement entre 0,3 et

0,9% en poids par rapport au poids de ladite phase aqueuse.
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Aliment ou complément alimentaire selon I’une quelconque des reven-
dications précédentes, dans lequel ledit noyau comporte en surface des
charges libres, dans lequel ledit enrobage dudit noyau comporte n
couches de matériaux biocompatibles avec un systeme digestif chargés
électrostatiquement alternativement positivement et négativement pour
former des coacervats en empilement de couches, et dans lequel n est au
moins égal a 1.

Aliment ou complément alimentaire selon la revendication 8, dans
lequel les matériaux biocompatibles avec un systéme digestif sont des
biopolymeres chargés.

Aliment ou complément alimentaire selon I’une quelconque des reven-
dications précédentes, dans lequel le noyau comporte un polymere
chargé, ou des protéines avec des charges de surface ou des tensioactifs
cationiques, anioniques ou zwitterioniques.

Aliment ou complément alimentaire selon I’une quelconque des reven-
dications précédentes, dans lequel la taille dudit objet est inférieure a 1
mm et de préférence comprise entre 50 et 400 micrometres.

Aliment ou complément alimentaire selon I’une quelconque des reven-
dications précédentes, dans lequel la taille desdites particules lipidiques
est comprise entre 1 et 100 micrometres et de préférence comprise entre
I et 10 micrometres.

Procédé de préparation d'un aliment ou d’un complément alimentaire
selon I’'une quelconque des revendications précédentes, comportant les
étapes suivantes :

(a) préparer une premiere émulsion huile dans eau stabilisée par des na-
noparticules ou des microparticules pour obtenir lesdites particules li-
pidiques ;

(b) préparer une phase aqueuse comportant les substances actives hydro-
solubles, et les réactifs de gélification, ajouter dans cette phase aqueuse
la premiere émulsion huile dans eau et homogénéiser I’ensemble pour
obtenir une phase aqueuse gélifiable comportant une phase lipidique
stabilisée et dispersée ;

(c) ajouter ladite phase aqueuse en cours de gélification dans une phase
huileuse et cisailler fortement I’ensemble pour obtenir une deuxicme
émulsion des particules aqueuses qui finiront de réticuler et de se so-
lidifier dans I’huile ;

(d) séparer les particules aqueuses gélifiées ; et

(e) former I’enrobage desdits noyaux par additions successives de
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solutions de biopolymeres cationiques et anioniques.
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