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Complexe de Fucane et de Polyphénol formé a partir d'une Algue Brune et Utilisation de ce Complexe dans
le Contréle du Métabolisme du Méthane chez un Ruminant.

@ Linvention concerne un complexe comprenant au
moins un fucane et au moins un polyphénol, caractérisé en
ce que ledit au moins un fucane est un fucane naturel d’une
algue brune, et en ce que ledit au moins un polyphénol est
un polyphénol naturel d’'une algue brune.




Description

Titre de l'invention : Complexe de Fucane et de Polyphénol formé

a partir d’une Algue Brune et Utilisation de ce Complexe dans
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le Controle du Métabolisme du Méthane chez un Ruminant

L’invention concerne un complexe comprenant au moins un fucane et au moins un
polyphénol formé a partir d’au moins une algue brune. L’ invention concerne aussi
toute utilisation d’un tel complexe d’au moins un fucane et d’au moins un polyphénol
formé a partir d’une algue brune pour contréler le métabolisme du méthane chez un
ruminant. Mais I’invention concerne aussi un tel complexe d’au moins un fucane
et d’au moins un polyphénol formé a partir d’au moins une algue brune pour son
utilisation dans le contrdle du métabolisme du méthane chez un ruminant.

On sait depuis longtemps que la digestion des ruminants est génératrice de méthane
qui est rejeté dans l'atmosphere et que ce rejet de méthane dans 1’atmosphere pourrait
contribuer au réchauffement climatique par accentuation de « 1’effet de serre ».

Des solutions pour limiter la production de méthane par les ruminants sont donc
recherchées.

L’invention vise donc une telle solution.

Les algues brunes (Phéophycées ou Phaeophyceae) constituent une classe d'algues
de I'embranchement des Ochrophyta. La paroi des algues brunes est constituée pour
I’essentiel de fucanes et d’alginates. Elles comprennent en outre de la cellulose en
faible quantité.

Les fucanes d’algues brunes sont des polymeres a base de fucose et de dérivés de
fucose. Ces polymeres sont des polysaccharides de haute masse moléculaire, ¢’est-a-
dire dont 1a masse moléculaire peut atteindre plusieurs centaines de milliers de Daltons
(Da). A titre de dérivés de fucose, les fucanes complexes constitutifs a 1’état naturel
des algues brunes peuvent comprendre du fucose sulfate, notamment de 1’a-1,2-L-
fucose-4-sulfate- mais aussi au moins un monomere saccharidique autre qu’un dérivé
de fucose, notamment des acides uroniques, du D-xylose, du D-galactose.

Les polyphénols des algues brunes (ou phlorotanins) sont au moins pour I’essentiel
des oligomeres de phloroglucinol. Les polyphénols des algues brunes ont €t€ identifiés
dans des vésicules (physodes) intracellulaires sont forme soluble et dans la paroi
cellulaire sous forme insoluble.

On connait de W0O2019/193556 au nom du présent déposant, un procédé d’obtention
d’oligofucanes de masse moléculaire inférieure a 5 000 Da et enrichis en sulfate, a
partir d’une macroalgue brune choisie parmi Lamaniria dititata et/ou Lamaniria
hyperborea. Le procédé de WO2019/193556 comprend :



une premicere étape de trempage d’algues brunes fraiches dans une eau

acidifiée a pH 2,0 par apport d’acide sulfurique, pendant 2 a 3 heures a

température ambiante,

- une deuxieme étape de récupération du jus de trempage, par tamisage,

- une troisieéme étape d’ajustement du pH du jus de tamisage a une valeur de
6,5 par apport d’une solution de soude a 33%,

- une quatrieme €tape de clarification du jus de tamisage ajusté a pH 6,5 par
ultrafiltration avec un seuil de filtration a 100 000 Da,

- une cinquieme étape de fractionnement du perméat par ultrafiltration au
seuil de filtration a 2000 Da,

- une sixieme €tape de concentration du perméat a 20°Bx sur concentrateur
sous vide,

- une septieme étape de déminéralisation du concentrat, par électrodialyse,

- une huitieme étape de précipitation des oligofucanes par addition de 2
volumes d’éthanol par volume de concentrat déminéralisé,

- une neuvieme étape de lavage du précipité par 1’éthanol a raison de 1 masse
d’éthanol par masse de précipité, puis

- un séchage et un broyage du précipité.

[0008]  Les oligofucanes de la composition d’oligofucanes de faible masse moléculaire
de WO2019/193556 présentent de 85% a 95% de fucose sulfaté. La composition
d’oligofucanes de WO2019/193556 comprend de 70% a 80% d’oligomeres mono-
fucane ou di-fucanes, de 20% a 30% de tri-fucanes ou tétra-fucanes et est sensiblement
exempte d’oligofucane de degré de polymérisation supérieur.

[0009] WO02019/193556 mentionne

- I’ utilisation cosmétique d’une telle composition d’oligofucanes, pour son
action anti-age, antirides et/ou raffermissante sur la peau,

- I’ utilisation d’une telle composition d’oligofucanes en tant que médicament
pour le traitement de 1’inflammation, de 1’arthrose, de I’angiogenese, du
cancer et/ou de 1’obésité.

[0010]  WO2019/193556 ne concerne pas des fucanes de haut poids moléculaire.

[0011]  On connait aussi de WO90/15823, I’activité anticoagulante et antithrombotique de
fractions de fucanes d’algues brunes, de poids moléculaires intermédiaires compris
entre 5 kDa et 40 kDa. Le procédé de WO90/15823, d’obtention des fractions de
fucanes d’algues brunes, de poids moléculaires compris entre 5 kDa et 40 kDa,
comprend un broyage des thalles d’une algue brune dans un mélange d’éthanol absolu
contenant 5% en poids de formol, suivi d’une premicre extraction par un mélange
d’éthanol absolu contenant 5% en poids de formol et d’une deuxieme extraction par

un mélange d’acétone et de toluene dans un rapport volumique (2/1). Dans le procédé
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de WO90/15823, le formol a pour fonction de rendre les polyphénols insolubles dans
I’eau. Les fucanes extraits sont ensuite dégradés et fractionnés.

WO90/15823 ne concerne ni des fucanes de haut poids moléculaire ni des complexes
d’au moins un fucane naturel et d’au moins un polyphénol.

On connait aussi de GB890207, un procédé d’extraction de fucanes bruts dans lequel
de I’algue brune Fucus vesiculosus séchée a1’air est broyée pendant 28 heures dans
un broyeur a billes. La poudre obtenue est mise en contact avec de 1’eau et chauffée
sous agitation dans un bain d’eau bouillante pendant environ 18 heures. Du toluene est
ajouté et le mélange est laissé a température ambiante pendant la nuit. Le surnageant
est récupéré et débarrassé de toute maticre insoluble par filtration puis fractionné pour
conduire a un extrait de fucanes bruts.

Le procédé de GB8§90207et notamment la précipitation par le tolueéne ne permet pas
en pratique d’obtenir un complexe comprenant au moins un fucane et au moins un
polyphénol selon I’invention, ni un tel complexe qui soit exempt de toluéne.

Les documents ci-dessus mentionnés visent a proposer des procédés de purification
de fucanes bruts en vue de leur fractionnement/dépolymérisation ou de fractionnement/
dépolymérisation d’extrait d’algues brunes contenant des fucanes.

Aucun des documents ci-dessus mentionnés ne concerne un complexe comprenant au
moins un fucane de haut poids moléculaire et au moins un polyphénol d’algue brune.

Aucun des documents ci-dessus mentionnés ne concerne le domaine du contrdle du
métabolisme du méthane chez un ruminant.

L’invention vise a pallier cet inconvénient.

L’invention vise donc a proposer un complexe d’au moins un fucane et d’au moins
un polyphénol.

L’invention vise aussi a proposer un complexe d’au moins un fucane et d’au moins
un polyphénol d’algue brune qui soit standardisé et adapté pour pouvoir étre produit
industriellement et commercialisé.

L’invention vise aussi a proposer un tel complexe d’au moins un fucane et d’au
moins un polyphénol pour son utilisation dans le contréle du métabolisme du méthane
chez les ruminants.

Mais I’invention vise aussi a proposer un tel complexe d’au moins un fucane et d’au
moins un polyphénol pour son utilisation a titre de médicaments pour le contréle du
métabolisme excessif du méthane chez des ruminants.

Pour ce faire, I’invention concerne un complexe comprenant au moins un fucane et
au moins un polyphénol, caractérisé en ce que,
ledit au moins un fucane est un fucane naturel d’une algue brune, en ce que,
ledit au moins un polyphénol est un polyphénol naturel d’une algue brune, et en ce

que,
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le complexe comprenant au moins un fucane et au moins un polyphénol est formé du
fait d’une mise en ceuvre d’un procédé d’obtention d’un jus de décoction enrichi en
complexe d’au moins un fucane et d’au moins un polyphénol, procédé dans lequel au
moins une algue brune est maintenue dans une composition aqueuse a une température
comprise entre 90°C et 100°C (a pression atmosphérique) pendant une durée comprise
entre de 1’ordre de 15 heures et de 1’ordre de 20 heures, notamment de I’ordre de 16
heures, et de facon a former le jus de décoction enrichi en complexe d’au moins un
fucane naturel et d’au moins un polyphénol naturel,

le complexe étant caractérisé en ce qu’une précipitation par 1’éthanol dudit au moins
un fucane du jus de décoction enrichi en complexe d’au moins un fucane naturel et
d’au moins un polyphénol naturel entraine une coprécipitation dudit au moins un
fucane et dudit au moins un polyphénol.

Dans tout le texte, le terme « naturel » qualifiant le(s) fucane(s) et le(s) polyphénol(s)
précise que le(s)dit(s) fucane(s) et le(s)dit(s) polyphénol(s) selon I’invention sont des
fucanes et des polyphénols présents dans 1’algue brune a 1’état naturel. En particulier,
le terme « naturel » précise que le(s)dit(s) fucane(s) et le(s)dit(s) polyphénol(s) selon
I’invention ne sont pas sensiblement dépolymérisés lors du procédé d’obtention du jus
de décoction et présentent une masse moléculaire sensiblement identique a la masse
moléculaire du(des)dit(s) fucane(s) et du(des)dit(s) polyphénol(s) dans 1’algue brune a
1’état naturel.

Selon certains modes de réalisation avantageux, la composition aqueuse est formée
d’une eau potable obtenue a partir d’un réseau de distribution d’eau potable, sans
apport volontaire d’additif distinct de 1’eau.

Selon certains modes de réalisation avantageux, le procédé d’obtention du jus de
décoction comprend une étape d’acidification du jus de décoction a une valeur de
pH comprise entre de I’ordre de pH 1,8 et de ’ordre de pH 2,2, notamment comprise
entre de I’ordre de pH 1,9 et de I'ordre de pH 2,1, de préférence de I’ordre de 2,0 de
facon a précipiter au moins une partie -notamment la totalité- des alginates et au moins
une partie -notamment la totalité- des protéines du jus de décoction et former un jus
de décoction acidifié. Dans ces modes de réalisation, le jus de décoction acidifié est
séparé rapidement du précipité d’alginates et/ou de protéines par tout moyen adapté
de séparation du jus de décoction acidifié liquide et d’un précipité solide, par exemple
par filtration, notamment par filtration sous presse. Dans ces modes de réalisation,
le complexe d’au moins un fucane et d’au moins un polyphénol présent dans le jus
de décoction acidifié est préservé du fait de la séparation rapide du jus de décoction
acidifié liquide et du précipité d’alginates et/ou de protéines.

Selon certains modes de réalisation avantageux, le procédé d’obtention du jus de

décoction comprend une étape de neutralisation a pH 6,5, du jus de décoction acidifié.
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La neutralisation du jus de décoction acidifi¢ peut étre réalisée par apport de soude
(NaOH) dans le jus de décoction acidifi€ de fagon a former un jus de décoction
neutralisé. Dans ces modes de réalisation, 1’étape de neutralisation suit, le plus
rapidement possible, 1’étape de précipitation et de séparation liquide/solide de fagon a
limiter au minimum le temps de résidence du complexe d'au moins un fucane et d’au
moins un polyphénol dans un environnement acide.

Selon certains modes de réalisation avantageux, le procédé d’obtention du jus de
décoction comprend une étape d’ultrafiltration du jus de décoction neutralisé, sur
membrane d’ultrafiltration présentant un seuil de coupure inférieur ou égal a 100
kDa et dans des conditions aptes a éliminer les minéraux solubles et les composés
organiques de bas poids moléculaire et former un rétentat comprenant les complexes
d’au moins un fucane et d’au moins un polyphénol et sensiblement exempt de
minéraux solubles et de composés organiques de bas poids moléculaire.

Selon certains modes de réalisation, la coprécipitation par 1’éthanol dudit au
moins un fucane et dudit au moins un polyphénol du complexe selon I’invention
s’accompagne d’une formation d’un précipité de couleur plus sombre (que la couleur
d’un précipité dudit au moins un fucane seul), indicateur de la coprécipitation dudit
au moins un fucane de couleur claire et dudit au moins un polyphénol de couleur plus
sombre du complexe selon I’invention.

L’inventeur a, a cet égard, observé que le trempage d’algues brunes a température
ambiante dans une eau acidifiée a pH 2,0 tel que mis en ceuvre dans le procédé de
WO02019/193556 ne permet pas en réalité de former le complexe selon I’invention,
tel que révél€ par une coprécipitation dans 1’éthanol. I1 a également observé que la
composition de fucanes décrite dans WO2019/193556 n’a en réalit€ aucun effet sur le
contrdle du métabolisme du méthane chez des ruminants.

L’inventeur a en outre observé que des essais de fractionnement/extraction des
fucanes en oligofucanes par dépolymérisation, sans passer par une ¢tape de maintien
d’au moins une algue brune dans une composition aqueuse (a pression atmosphérique)
a une température comprise entre 90°C et 100°C pendant une durée comprise entre
de I’ordre de 15 heures et de I’ordre de 20 heures, ladite composition aqueuse n’€étant
ni une composition aqueuse volontairement acidifiée, ni une composition aqueuse
comprenant du formol, ne permettant pas en réalité de former le complexe d’au moins
un fucane et d’au moins un polyphénol selon I’invention.

Selon certains modes de réalisation, au moins un polyphénol du complexe d’au
moins un fucane et d’au moins un polyphénol est choisi dans le groupe formé des
polyphénols de la famille des phlorotanins. Selon certains modes de réalisation, au

moins un polyphénol est un polymere de phloroglucinol.
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Selon certains modes de réalisation, au moins un fucane du complexe d’au moins
un fucane et d’au moins un polyphénol est un polysaccharide sulfaté de haut poids
moléculaire, notamment de poids moléculaire supérieur a 100 000 Da. Selon certains
modes de réalisation, une majorité (en masse) des fucanes du complexe d’au moins
un fucane et d’au moins un polyphénol est de poids moléculaire supérieur a 100 000
Da. Selon certains modes de réalisation, au moins de 1’ordre de 90% en masse des
fucanes du complexe d’au moins un fucane et d’au moins un polyphénol sont de poids
moléculaire supérieur a 100 000 Da. Selon certains modes de réalisation, au moins
de 1’ordre de 95% ou au moins de 1’ordre de 96%, ou au moins de I’ordre de 97%, ou
au moins de 1’ordre de 98%, ou au moins de 1’ordre de 99%, en masse des fucanes du
complexe d’au moins un fucane et d’au moins un polyphénol sont de poids moléculaire
supérieur a 100 000 Da. Selon certains modes de réalisation, 100% (en masse) des
fucanes du complexe d’au moins un fucane et d’au moins un polyphénol sont de poids
moléculaire supérieur a 100 000 Da. Le poids moléculaire des fucanes est déterminé
par tout moyen connu, notamment par chromatographie d’exclusion stérique multi-
détection.

Selon certains modes de réalisation préférés, le complexe comprenant au moins un
fucane et au moins un polyphénol est sensiblement exempt -notamment totalement
exempt- d’alginate. Le procédé d’obtention du jus de décoction comprenant le
complexe comprenant au moins un fucane et au moins un polyphénol selon 1’invention
comprend une étape d’acidification du jus de décoction enrichi en complexe
d’au moins un fucane naturel et d’au moins un polyphénol naturel, ladite étape
d’acidification étant une €tape d’acidification précipitante d’alginates.

Selon certains modes de réalisation préférés, le complexe comprenant au moins un
fucane et au moins un polyphénol est sensiblement exempt -notamment totalement
exempt- de protéine. Le procédé d’obtention du jus de décoction et du complexe
comprenant au moins un fucane et au moins un polyphénol selon I’invention comprend
une étape d’acidification du jus de décoction enrichi en complexe d’au moins un
fucane naturel et d’au moins un polyphénol naturel, ladite étape d’acidification étant
une étape d’acidification coagulante/précipitante de protéines.

Selon certains modes de réalisation avantageux, la composition aqueuse de maintien
d’au moins une algue brune a une température comprise entre 90°C et 100°C est de
I’eau.

Selon ces modes de réalisation, le procédé d’obtention du jus de décoction ne
nécessite aucun solvant organique, notamment aucun solvant organique toxique
pour I’environnement. En particulier, le procédé d’obtention du jus de décoction ne

nécessite pas 1’usage de toluene. Le complexe comprenant au moins un fucane et au
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moins un polyphénol selon I’'invention est exempt de toute trace de solvant organique,
notamment de toluene.

Avantageusement et selon I’invention, la composition aqueuse de maintien d’au
moins une algue brune a une température comprise entre 90°C et 100°C pendant une
durée comprise entre de I’ordre de 15 heures et de I’ordre de 20 heures est exempte de
tout compos¢ acide d’acidification volontaire de la composition aqueuse, notamment
exempte de tout composé acide fort d’acidification volontaire, en particulier de tout
composé acide fort d’acidification volontaire choisi parmi 1’acide sulfurique (H,SOy,) et
I’acide chlorhydrique (HCY).

Avantageusement et selon I’invention, la composition aqueuse de maintien d’au
moins une algue brune a une température comprise entre 90°C et 100°C pendant une
durée comprise entre de I’ordre de 15 heures et de I’ordre de 20 heures est exempte de
formaldéhyde en solution aqueuse (formol).

L’inventeur a aussi observé que les fractions de fucanes d’algues brunes obtenue
dans WO90/15823 par broyage initial de thalles d’une algue brune dans un mélange
d’éthanol absolu contenant 5% en poids de formol, ne permet pas en réalité de former
le complexe selon I’invention, tel que révélé par une coprécipitation dans 1’éthanol. 11
a également observé que la composition de fucanes décrite dans W0O90/15823 n’a en
réalité aucun effet sur le controle du métabolisme du méthane chez des ruminants.

L’inventeur pense que, sans que cette analyse soit soutenue par une autre
démonstration scientifique que celle de la coprécipitation dans I’éthanol, le maintien
d’au moins une algue brune dans une composition aqueuse a une température comprise
entre 90°C et 100°C et a pression atmosphérique, pendant une durée comprise entre de
I’ordre de 15 heures et de ’ordre de 20 heures permet en réalité de former le complexe
selon I’invention, soluble dans ladite composition aqueuse et présentant 1’effet sur le
contrdle du métabolisme du méthane chez des ruminants.

Par « algue brune », dans le cadre de la présente invention, il est compris des algues
de couleur brune. Avantageusement et selon I’invention, 1’algue brune est une algue de
la classe des Phéophycées (Phaeophyceae).

Selon certains modes de réalisation, au moins une -notamment chaque- algue brune
est sous une forme fraiche ou sous une forme seéche ou sous une forme déshydratée.

Selon certains modes de réalisation, au moins une algue brune est choisie dans la
classe des Phaeophyceae. Selon certains de ces modes de réalisation, au moins une
algue brune est choisie dans le groupe constitué€ de Ascophyllum sp . -notamment
d’Ascophyllum nodosum -, de Fucus sp ., de Lamaniria sp ., de Euchema sp ., de
Macrocystis sp ., de Alaria sp . etde Undaria sp ..

Selon certains modes de réalisation, au moins une algue brune est une macro-algue

ou algue macroscopique.
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Selon certains modes de réalisation, au moins une algue brune est une algue brune
fraiche. Selon certains modes de réalisation, au moins une algue brune est utilisée telle
que récoltée et rincée a I’eau apres récolte. Selon certains modes de réalisation, au
moins une algue brune est un thalle de ladite au moins une algue brune.

Selon certains modes de réalisation, au moins une algue brune est une algue brune
séchée. On entend par algue brune séchée, une algue brune débarrassée d’une partie
seulement de son eau libre ou non constitutive. Selon certains modes de réalisation,
au moins une algue brune est utilisée apres séchage, notamment apres séchage a Iair,
d’au moins une algue brune telle que récoltée et rincée a I’eau apres récolte.

Selon certains modes de réalisation, au moins une algue brune est une algue brune
déshydratée. On entend par algue brune déshydratée, une algue brune débarrassée
sensiblement de toute son eau libre ou non constitutive.

L’invention concerne aussi toute utilisation d’un complexe selon 1’invention
comprenant au moins un fucane naturel d’une algue brune et au moins un polyphénol
naturel d’une algue brune.

Selon certains modes de réalisation, 1’utilisation d’un complexe selon I’invention est
une utilisation non thérapeutique.

Selon certains de ces modes de réalisation, une telle utilisation non thérapeutique
d’un complexe selon I’invention vise une régulation, notamment une régulation
limitative, du métabolisme productif de méthane chez un ruminant.

L’ utilisation non thérapeutique selon I’invention vise donc a proposer un complexe
selon I’invention comprenant au moins un fucane et au moins un polyphénol pour
limiter une production de méthane par un ruminant.

L’ utilisation non thérapeutique selon I’invention vise donc a proposer un complexe
selon I’invention pour la préservation de I’environnement.

Selon certains de ces modes de réalisation, 1’invention concerne une utilisation d’un
complexe comprenant au moins un fucane et au moins un polyphénol pour limiter le
métabolisme productif de méthane chez un ruminant,
caractérisé en ce que,
ledit au moins un fucane est un fucane naturel d’une algue brune, en ce que,
ledit au moins un polyphénol est un polyphénol naturel d’une algue brune, et en ce
que,
le complexe comprenant au moins un fucane et au moins un polyphénol est formé du
fait d’une mise en ceuvre d’un procédé d’obtention d’un jus de décoction enrichi en
complexe d’au moins un fucane et d’au moins un polyphénol, procédé dans lequel au
moins une algue brune est maintenue dans une composition aqueuse a une température
comprise entre 90°C et 100°C (a pression atmosphérique) pendant une durée comprise

entre de 1’ordre de 15 heures et de 1’ordre de 20 heures, notamment de I’ordre de 16



heures, de facon a former un jus de décoction enrichi en complexe d’au moins un
fucane naturel et d’au moins un polyphénol naturel,

le complexe étant caractérisé en ce qu’une précipitation par 1’éthanol dudit au moins
un fucane du jus de décoction enrichi en complexe d’au moins un fucane naturel et
d’au moins un polyphénol naturel entraine une coprécipitation dudit au moins un
fucane et dudit au moins un polyphénol.

[0055] Selon certains de ces modes de réalisation, le complexe selon I’invention est un
complexe inhibiteur de I’activité méthyltransférase de la N’-nicotinamide méthyl
transférase (NNMT) équivalente a la coM-méthyltransférase d’archaebactéries
méthanogenes présentes dans le systeme digestif de ruminants.

[0056]  Selon certains modes de réalisation, le complexe selon I’invention est un complexe
inhibiteur de I’activité méthyltransférase de la N’-nicotinamide méthyl transférase
(NNMT) équivalente a la coenzyme M-méthyltransférase d’archaebactéries
méthanogenes présentes dans le systeme digestif de ruminants.

[0057] Selon certains autres modes de réalisation, 1’utilisation d’un complexe selon
I’invention est une utilisation thérapeutique.

[0058]  Selon certains de ces modes de réalisation, une telle utilisation thérapeutique d’un
complexe selon I’invention vise une régulation, notamment une régulation limitative,
d’un métabolisme productif d’un exces de méthane chez un ruminant.

[0059] Selon certains de ces modes de réalisation, 1’invention concerne une utilisation d’un
complexe comprenant au moins un fucane et au moins un polyphénol pour limiter le
métabolisme productif d’un exces de méthane chez un ruminant,
caractérisé en ce que,
ledit au moins un fucane est un fucane naturel d’une algue brune, en ce que,
ledit au moins un polyphénol est un polyphénol naturel d’une algue brune, et en ce
que,
le complexe comprenant au moins un fucane et au moins un polyphénol est formé du
fait d’une mise en ceuvre d’un procédé d’obtention d’un jus de décoction enrichi en
complexe d’au moins un fucane et d’au moins un polyphénol, procédé dans lequel au
moins une algue brune est maintenue dans une composition aqueuse a une température
comprise entre 90°C et 100°C (a pression atmosphérique) pendant une durée comprise
entre de 1’ordre de 15 heures et de 1’ordre de 20 heures, notamment de I’ordre de 16
heures, de facon a former un jus de décoction enrichi en complexe d’au moins un
fucane naturel et d’au moins un polyphénol naturel,
le complexe étant caractérisé en ce qu’une précipitation par 1’éthanol dudit au moins
un fucane du jus de décoction enrichi en complexe d’au moins un fucane naturel et
d’au moins un polyphénol naturel entraine une coprécipitation dudit au moins un

fucane et dudit au moins un polyphénol.
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Selon certains de ces modes de réalisation, I’invention concerne donc un complexe
comprenant au moins un fucane naturel d’une algue brune et au moins un polyphénol
naturel d’une algue brune pour son utilisation dans un traitement limitatif d’une
production excessive de méthane chez un ruminant,
le complexe étant caractérisé en ce que,
ledit au moins un fucane est un fucane naturel d’une algue brune, en ce que
ledit au moins un polyphénol est un polyphénol naturel d’une algue brune, et en ce
que,
le complexe comprenant au moins un fucane et au moins un polyphénol est formé du
fait d’une mise en ceuvre d’un procédé d’obtention d’un jus de décoction enrichi en
complexe d’au moins un fucane et d’au moins un polyphénol, procédé dans lequel au
moins une algue brune est maintenue dans une composition aqueuse a une température
comprise entre 90°C et 100°C (a pression atmosphérique) pendant une durée comprise
entre de 1’ordre de 15 heures et de 1’ordre de 20 heures, notamment de I’ordre de
16 heures, de fagon a former le jus de décoction enrichi en complexe d’au moins un
fucane naturel et d’au moins un polyphénol naturel,
le complexe étant caractérisé en ce qu’une précipitation par 1’éthanol dudit au moins
un fucane du jus de décoction enrichi en complexe d’au moins un fucane naturel et
d’au moins un polyphénol naturel entraine une coprécipitation dudit au moins un
fucane et dudit au moins un polyphénol.

D'autres buts, caractéristiques et avantages de 1'invention apparaitront a la lecture de
la description suivante, des dessins et des exemples illustratifs de certains modes de
réalisation possibles mais non limitatifs de I’invention, dans laquelle :

[Fig.1] la [Fig.1] est un schéma illustratif de la voie métabolique de production de
méthane d’une archée ou archéobactérie méthanogene présente dans le tube digestif
d’un ruminant,

[Fig.2] la [Fig.2] est un détail d’un schéma illustratif de la voie métabolique de
production de méthane d’une archée ou archéobactérie méthanogene présente dans le
tube digestif d’un ruminant,

[Fig.3] la [Fig.3] est un détail d’un schéma illustratif de la voie métabolique de
production de méthane d’une archée ou archéobactérie méthanogene présente dans le
tube digestif d’un ruminant.

EXEMPLE

Complexe d’au moins un fucane et d’au moins un polyph € nol selon 1’invention

Préparation
Des algues Ascophyllum sont séchées puis réduites en paillettes de plus grande

dimension de 1’ordre de 10 mm.
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Dans un réacteur double enveloppe muni d’un agitateur, une quantité d’eau prélevée a
partir du réseau de distribution d’eau potable et correspondant a 7 fois la masse d’algue
Ascophyllum séche a traiter est préchauffée a la température de +92°C. La masse de
paillettes d’algue Ascophyllum seche est ajoutée dans I’eau préalablement chauffée a
+92°C. A compter du moment ou la température de la suspension d’algue Ascophyllum
seche dans I’eau atteint la température de +92°C, la suspension est maintenue a
la température de +92°C pendant 16 heures. La suspension est maintenue a cette
température de +92°C pendant 16 heures sous une agitation suffisamment rapide pour
permettre une répartition sensiblement homogene des paillettes d’algue dans I’eau mais
suffisamment lente pour ne pas broyer les paillettes d’algue. Un jus de décoction est
formé.
Apres 16 heures d’agitation, le jus de décoction est soumis a un tamisage ou une
séparation liquide/solide par tout moyen connu disponible. La température du filtrat
liquide de décoction obtenu est ensuite amenée a +65°C.
Le pH du filtrat liquide de décoction refroidi a +65°C est ajusté a pH 2,0 par ajout d’un
acide fort tel que de 1’acide chlorhydrique ou de I’acide sulfurique. L’acidification
du filtrat liquide de décoction refroidi s’accompagne d’une coagulation/précipitation
des alginates et/ou de protéines. Le précipité formé est séparé du filtrat liquide de
décoction acidifié, par tout moyen. Par exemple, le précipité est séparé du filtrat
liquide de décoction acidifié sur filtre presse ou par centrifugation. Le précipité séparé
du filtrat liquide de décoction acidifié est éliminé.
Le pH du filtrat liquide de décoction acidifié et séparé du précipité, est neutralisé a
une valeur de pH de 6,5 par addition d’une solution de soude (NaOH). Un extrait de
décoction comprenant le complexe d’au moins un fucane et d’au moins un polyphénol
selon I’invention est formé.
L’extrait de décoction comprenant le complexe selon I’invention est soumis a une
étape d’ultrafiltration de 1’extrait de décoction sur membrane d’ultrafiltration avec un
seuil de coupure de I’ordre de 100 kDa de fagon a €liminer les minéraux solubles et
les composés organiques de bas poids moléculaire et former un rétentat comprenant
les complexes d’au moins un fucane et d’au moins un polyphénol selon I’invention et
sensiblement exempt de minéraux solubles et de composés organiques de bas poids
moléculaire. Le rétentat est soumis a une étape de rincage et d’ajustement du perméat a
une valeur °Brix inférieure a 0,5, par diafiltration. Le rétentat rincé est concentré a une
valeur d’au moins 10°Bx sur une boucle de recirculation d’ultrafiltration ou dans un
concentrateur sous vide et ramené a température ambiante.

Caractérisation du complexe d’au moins un fucane et d’au moins un polyphénol

Un volume aliquote du rétentat est mélangé a 2 volumes d’éthanol. Un précipité de

couleur sombre est formé attestant d’une coprécipitation de fucanes et de polyphénols.
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Caractérisation du poids moléculaire des fucanes du complexe d’au moins un fucane

et d’au moins un polyphénol - Chromatographie d’exclusion stérique multi-détection

Les poids moléculaires des fucanes du complexe d’au moins un fucane et d’au moins
un polyphénol sont déterminés au moyen d’un ensemble DIONEX (Ultimate 3000)
comprenant :

- un dégazeur, une pompe et un passeur d’échantillons ;

- une précolonne et quatre colonnes Shodex OHpak 30 cm, modeles
802.5HQ, 804HQ, 806HQ et 807HQ avec un domaine de séparation de 500 a
100 000 kDa ;

un réfractometre différentiel OPTILAB rEX (Wyatt Technologies), et ;

- un détecteur diffusion de lumiere multi-angles DAWN HELEOS II (Wyatt

Technologies).

Le débit est de 0,5 mL/mn et la phase mobile est formée d’eau de qualité Millipore
additivée de nitrate de sodium (NaNO3) a la concentration de 0,1M et d’azoture de
sodium (NaN3) a la concentration de 200 ppm.

Conditionnement

Le concentrat obtenu est séché par atomisation et produit conditionné en sacs de 10 et/
ou de 20 kg.

Solution s _mere et filles de complexe fucanes/polyphénols selon 1’invention

Une solution mere est préparée par dissolution de la poudre hydrosoluble a raison de
100 mg de poudre hydrosoluble par mL d’eau distillée. La solubilisation de la poudre
hydrosoluble dans 1’eau distillée est obtenue par agitation sous vortex et traitement par
des ultrasons. La solution mere est diluée au 1/3 pour obtenir une concentration de 30
mg/mL. Une solution fille diluée 10 fois (10 mg/mL) a partir de la solution mere est
réalisée dans de I’eau distillée. La solution fille fait I’objet de 7 dilutions sériées au 1/3
dans de I’eau distillée. Les concentrations sont données au tableau 1 ci-dessous.
[Tableaux1]

mg/mL
30 10 33 1,1 0,37 0,12 0,041 10,014 (0,005
Tableau 1

Test d’i nhibition d *une méthyltransférase

L’inhibition de I’activité de la N’-nicotinamide méthyltransférase (NNMT) par

le complexe selon I’invention, est mesurée au moyen du kit de mesure (« NNMT
Inhibitor Screening Assay Kit», MAK299, Merck, Darmstadt, Allemagne) d’activité
de la N’-nicotinamide méthyltransférase (NNMT). Ce kit de mesure repose sur la
mesure d’activité de la N’-nicotinamide méthyltransférase (NNMT) catalysant la

réaction de méthylation de la nicotinamide par transfert d’un groupement méthyl de
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la S-adénosyl méthionine (SAM) sur la nicotinamide. Du fait de ce transfert, la S-
adénosyl méthionine est déméthylée en S-adénosyl homocystéine coopérant avec un
fluorophore du kit. La fluorescence est détectée a 485 nm, 1’excitation étant effectuée a
395 nm.

Meétabolisme du méthane (CH , ) chez les archées ou archéobactéries méthanogenes

Un schéma récapitulatif d’une voie de biosynthése de méthane chez les archées
ou archéobactéries méthanogenes est représenté en [Fig.1]. Des archées ou
archéobactéries méthanogenes sont présentes en grande quantité dans le systeme
digestif des ruminants et participent a la fermentation méthanogene anaérobie de
dioxyde de carbone (CO2) produit par ces ruminants. Du méthanofurane (MF) est
formylé en formylméthanofurane (Formyl-MF) lors d’une premiere étape de la
méthanogenese. Une formylméthanofurane déshydrogénase catalyse cette réaction
a partir d'une molécule de dioxyde de carbone (CO,) qui est la source premiere
du carbone de cette voie métabolique. Le formylméthanofurane est transformé
en N5-méthyl tétrahydrométhanoptérine (N5-formyl-THM) par I’action d’une
formylméthanofurane déshydrogénase et du coenzyme tétrahydrométhanoptérine
(THM) converti en méthanofurane (MF). La N5-méthyl tétrahydrométhanoptérine
(N5-formyl-THM) est convertie en N5-méthyl tétrahydrométhanoptérine (N5-Methyl-
THM) impliquant une méthylene-THMPT réductase dépendante du coenzyme F420.
Un transfert du groupe méthyle de la N5-Methyl-THM sur la Coenzyme M (HS-
CoM), impliquant la coenzyme M méthyltransférase, conduit a la Méthyl Coenzyme
M (CoM-S-CHs). La derniere étape de cette voie métabolique du méthane consiste en
une action de la méthyl-CoM réductase, utilisant la CoM-S-CH; comme donneur du
méthyl et la Coenzyme B (CoB-SH) comme donneur d’hydrogene, aboutissant a la
libération de méthane (CH,) en formant le couple Coenzyme B-Coenzyme M (CoB-
S-S-CoM), ou le couple CoM-S-S-HTP dans le cas d’un autre accepteur d’électron tel
que le 7-mercaptoheptonylthreonine phosphate (HS-HTP), tel que décrit en [Fig.2].
Les références bibliographiques citées ci-apres complétent la description ci-dessus :
Tobias Griawert, J. Agric. Food Chem., 2014, 62(52), 12487-90. “Inhibition of Methy!-
CoM Reductase from Methanobrevibacter ruminantium by 2 - Bromoethanesulfon
ate”; Hao Chen, Front. Microbiol., 2020, Volume 11 — 2020, “Methyl-Coenzyme M
Reductase and Its Post-translational Modifications”; Prakash Divya, Dissertation,
2014, “Methyl-coenzyme M reductase: Elucidating the process of activation and study
of the effect of the methanogenesis inhibitor 3-nitrooxypropanol” and Todd D. Pihl,
Journal of Bacteriology,1994, 6384-6391, “Growth Phase-Dependent Transcription of
the Genes That Encode the Two Methyl Coenzyme M Reductase Isoenzymes and N5-
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Methyltetrahydromethanopterin:Coenzyme M Methyltransferase in Methanobacterium
thermoautotrophicum AH”.
En résumé, du méthane est produit du fait de I’activité de plusieurs enzymes dont la
méthyltransférase et méthylréductase (méthyl-CoM réductase) et ’inhibition de cet
enzyme conduit a une diminution de la synthese de méthane. L ’inhibition de I’activité
de la N’-nicotinamide méthyltransférase (NNMT) par le complexe selon I’invention
préfigure de I'inhibition de la coenzyme M méthyltransférase ci-dessus et d’un effet
inhibiteur de la synthése de méthane (CH4) produit par ces archées ou archéobactéries
par le complexe selon I’invention.

Inhibition de la N’-nicotinamide méthyltransférase (NNMT).

Le test est réalis€ dans des plaques 96-puits, conformément a la notice d’utilisation
du fabriquant, chaque puits contenant :

- 58.5ul Tampon NNMT

— 2.5ul Enzyme NNMT

— 10ul d’une solution Enzyme 1

— 2ul S-Adenosylmethionine (SAM)

- 2ul solution Enzyme 11

— 50ul de I’échantillon de complexe dilué correspondant

— 25ul Nicotinamide.

La plaque 96-puits est placée a la température de 37°C pendant 15 min. Puis, 50
ul d’isopropanol sont ajoutés a chaque puits aux fins d’arrét de la réaction. La
plaque 96-puits est placée a la température de +4°C pendant 5 min, puis 50 50 ul
de sonde fluorescente révélatrice de thiols sont ajoutés a chaque puits. Le temps
de développement de la fluorescence est de 5 min. La lecture est réalisée dans un
fluorimetre par excitation a la longueur d’onde de 395 nm et analyse a la longueur
d’onde de 485 nm.

Le pourcentage d’inhibition de I’activité de la N’-nicotinamide méthyltransférase
(NNMT) par le complexe selon I’invention est donné en comparaison de I’inhibition
procurée par une solution controle dans laquelle 50 L. d’échantillon sont remplacés
par 50 uL. de tampon NNMT. Le pourcentage d’inhibition procuré par chaque

échantillon est calculé selon la formule 1, ci-dessous :

[Math.1]
o g ey 2 77 _ Fluorescence controle-Fluorescence échantiion
% inhibition échantillon = T ————— x 100
Formule 1
Les résultats sont donnés au tableau 2 ci-dessous et représentés en [Fig.3].

[Tableaux2]

Complexe, ug Inhibition, % Ecart-type CV, %
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0,23 -14,2 1,8 -12,4
0,69 -1,9 0,2 -9,3
2,06 5.0 4,9 98,5
6,17 26,6 4,9 18,2
18,5 41,1 3,1 7,6
55,6 55,5 8,6 15,5
166,7 72, 8,2 11,4
5000 82,1 7,5 9,2
1500 94,0 1,1 1,2
Tableau 2

Le complexe selon I’invention est apte a inhiber I’activité de la N’-nicotinamide
méthyltransférase (NNMT) selon la courbe dose réponse représentée en [Fig.3]. Une
valeur d’ICs, obtenue est de 36,56 ug. Cette quantité€ en pg correspond a la quantité de
complexe par puits, soit pour un volume de 250 pL/puits.

Evaluation de I’activité enzymatique de la N’-nicotinamide méthyltransférase

NNMT

L’activité enzymatique est définie a 1’échelle internationale (UI) de fagon telle que

1 unité d’enzyme correspond a la quantité d’enzyme nécessaire pour transformer 1
umole (10°® moles) de substrat de 1’enzyme par minute, dans les conditions optimales
de réaction enzymatique. La nicotinamide formée du fait de la réaction est dosée
et quantifiée par chromatographie liquide couplée a de la spectrométrie de masse
en tandem (LC/MS/MS). Pour ce faire, dans un tube a centrifuger de 1,5 mL, sont
ajoutés :

— 70,5 ul de tampon NNMT

— 2,5 ul d’enzyme NNMT

— 2 wl de S-Adenosylmethionine (SAM)

— 25 ul de 1-méthylnicotinamide.
Le tube de 1,5 mL est placé a la température de 37°C pendant 15 min. Puis, la réaction
est arrétée par apport de 50 pl d’isopropanol. 10 puL. du milieu réactionnel est injecté en
LC/MS/MS. Une droite de calibration est réalisée avec des solutions de nicotinamide a
des concentrations de 10 pg/mL ; 5 %g/mL ; 1 g/mL ; 0,5 g/mL et 0,1 pg/mL.
L’activité enzymatique de la N’-nicotinamide méthyltransférase (NNMT) est estimée
a 0,0408 U/mL. L’activité inhibitrice du complexe décrit ci-dessus est de 2.789 Ul/
g, correspondant a la quantité de complexe nécessaire pour inhiber 50% de I’enzyme
NNMT.
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Le complexe d’au moins un fucane naturel d’une algue brune et d’au moins un
polyphénol naturel d’une algue brune présente une activité inhibitrice d’enzyme
impliquée dans le métabolisme du méthane d’archées du systeme digestif de
ruminants.

L’invention peut faire 1I’objet de nombreuses variantes et applications autres que
celles décrites ci-dessus. En particulier, il va de soi que sauf indication contraire les
différentes caractéristiques structurelles et fonctionnelles de chacun des modes de
réalisation décrits ci-dessus ne doivent pas étre considérées comme combinées et/
ou étroitement et/ou inextricablement liées les unes aux autres, mais au contraire
comme de simples juxtapositions. En outre, les caractéristiques structurelles et/ou
fonctionnelles des différents modes de réalisation décrits ci-dessus peuvent faire 1’objet

en tout ou partie de toute juxtaposition différente ou de toute combinaison différente.
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Revendications

Complexe comprenant au moins un fucane et au moins un
polyphénol, caractérisé en ce que

ledit au moins un fucane est un fucane naturel d’une algue brune, en
ce que

ledit au moins un polyphénol est un oligomere de phloroglucinol
naturel d’une algue brune, et en ce que

le complexe comprenant au moins un fucane et au moins un
polyphénol est formé du fait d’une mise en ceuvre d’un procédé
d’obtention d’un jus de décoction enrichi en complexe d’au moins un
fucane et d’au moins un polyphénol, procédé dans lequel au moins
une algue brune est maintenue dans une composition aqueuse a

une température comprise entre 90°C et 100°C pendant une durée
comprise entre 15 heures et 20 heures, de fagcon a former le jus de
décoction enrichi en complexe d’au moins un fucane naturel et d’au
moins un polyphénol naturel,

le complexe étant caractérisé en ce qu’une précipitation par 1’éthanol
dudit au moins un fucane du jus de décoction enrichi en complexe
d’au moins un fucane naturel et d’au moins un polyphénol naturel
entraine une coprécipitation dudit au moins un fucane et dudit au
moins un polyphénol.

Complexe selon la revendication 1, caractérisé en ce que la
coprécipitation par 1’éthanol dudit au moins un fucane et dudit au
moins un polyphénol s’accompagne d’une formation d’un précipité
de couleur plus sombre que la couleur d’un précipité dudit au moins
un fucane seul, indicateur de la coprécipitation dudit au moins un
fucane de couleur claire et dudit au moins un polyphénol.

Complexe selon I’une des revendications 1 ou 2, caractéris€ en ce
que la composition aqueuse de maintien d’au moins une algue brune
a une température comprise entre 90°C et 100°C est de I’eau.
Complexe selon I’une des revendications 1 a 3, caractérisé en ce
que le procédé d’obtention du complexe d’au moins un fucane et
d’au moins un polyphénol ne nécessite aucun solvant organique,
notamment aucun solvant organique toxique pour I’environnement,
le complexe d’au moins un fucane et d’au moins un polyphénol étant

exempt de toute trace de solvant organique.



[Revendication 5]

[Revendication 6]

[Revendication 7]

[Revendication 8]

[Revendication 9]

[Revendication 10]

[Revendication 11]

18

Complexe selon I’une des revendications 1 a 4, caractérisé en ce que
la composition aqueuse de maintien d’au moins une algue brune a
une température comprise entre 90°C et 100°C pendant une durée
comprise entre 15 heures et 20 heures est exempte de tout composé
acide d’acidification volontaire de la composition aqueuse.
Complexe selon I’une des revendications 1 a 5, caractérisé en ce que
la composition aqueuse de maintien d’au moins une algue brune a
une température comprise entre 90°C et 100°C pendant une durée
comprise entre 15 heures et 20 heures est exempte de formaldéhyde
en solution aqueuse.

Complexe selon I’une des revendications 1 a 6, caractérisé€ en ce
qu’au moins une algue brune est choisie dans le groupe constitué de
Ascophyllum  sp ., de Fucus sp ., de Lamaniria sp ., de Euchema
sp ., de Macrocystis sp ., de Undaria sp . etde Alaria sp ..
Complexe selon I’une des revendications 1 a 7, caractérisé en ce
qu’au moins une algue brune est sous une forme fraiche ou sous une
forme seche ou sous une forme déshydratée.

Utilisation a visée non thérapeutique d’une composition comprenant
un complexe selon 1’une des revendications 1 a 8.

Utilisation selon la revendication 9, pour une régulation, notamment
une régulation limitative, du métabolisme productif de méthane chez
un ruminant.

Complexe comprenant au moins un fucane naturel d’une algue
brune et au moins un polyphénol naturel d’une algue brune pour son
utilisation dans un traitement limitatif d’une production excessive de
méthane chez un ruminant,

le complexe étant caractérisé en ce que

ledit au moins un fucane est un fucane naturel d’une algue brune, en
ce que

ledit au moins un polyphénol est un polyphénol naturel d’une algue
brune, et en ce que

le complexe comprenant au moins un fucane et au moins un
polyphénol est formé du fait d’une mise en ceuvre d’un procédé
d’obtention d’un jus de décoction enrichi en complexe d’au moins un
fucane et d’au moins un polyphénol, procédé dans lequel au moins
une algue brune est maintenue dans une composition aqueuse a

une température comprise entre 90°C et 100°C pendant une durée

comprise entre 15 heures et 20 heures, de fagcon a former le jus de
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décoction enrichi en complexe d’au moins un fucane naturel et d’au
moins un polyphénol naturel,

le complexe étant caractérisé en ce qu’une précipitation par 1’éthanol
dudit au moins un fucane du jus de décoction enrichi en complexe
d’au moins un fucane naturel et d’au moins un polyphénol naturel
entraine une coprécipitation dudit au moins un fucane et dudit au

moins un polyphénol.
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