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Compositions a base de probiotiques et d'un complexe beepollen/argile, 

leur preparation et leurs utilisations en nutrition et therapeutique 

La presente invention concerne ('administration de microorganismes (bacteries ou 

5 	levures) a visee probiotique au moyen d'un support a base de beepollen et d'argile, ainsi 

que 	les 	compositions 	comprenant 	lesdits 	microorganismes 	et 	ledit 	complexe 

beepollen/argile. 

Selon 	la 	presente 	invention, 	le 	terme 	microorganisme 	designe 	des 

microorganismes (bacteries ou levures) a visee probiotique. 

10 Les probiotiques sont des microorganismes tels que les bacteries ou les levures, 

non pathogenes et non toxiques qui, delivres vivants en quantite suffisante dans l'intestin, 

contribuent au maintien de requilibre de la flore et au renforcement de la muqueuse 

intestinale. 	Ils 	sont 	actuellement 	tres 	recherches 	pour 	les 	effets 	benefiques 	qu'ils 

apporteraient en terme de nutrition et de sante. 

15 	 Ainsi, 	Ia 	consultation 	d'experts 	d'octobre 	2001 	de 	Food 	and 	Agricultural 

Organization (FAO)/OMS sur revaluation de Ia sante et des proprietes nutritionnelles des 

probiotiques a Mini les probiotiques comme des <, microorganismes vivants qui, lorsqu'ils 

sont administres en quantite suffisante, conferent un benefice pour la sante de celui qui 

les consomme ” et a rapporte que les probiotiques peuvent jouer un role important dans 

20 	les fonctions immunologiques, digestives et respiratoires et pourraient avoir un effet 

significatif pour traiter les maladies infectieuses, notamment chez les enfants. 

Les 	microorganismes a visee probiotique commercialement disponibles sont 

generalement lyophilises et conditionnes sous differentes formes (gelules, sachets, etc.). 

Neanmoins, ('industrialisation, racidite gastrique et Ia mise en contact avec les sucs 

25 	biliaires et pancreatiques peuvent etre responsables de Ia perte d'une grande majorite de 

ces microorganismes, lesquels doivent par ailleurs etre reactives s'ils ont ete lyophilises. 

Dans Ia litterature, plusieurs etudes ont ete consacrees a Ia viabilite des probiotiques en 

milieu acide. Ainsi, les effets deleteres de racidite sur Ia survie de certaines souches 

probiotiques 	(Bifidobacterium 	et 	Lactobacillus) 	ont 	ete 	rapportes 	par 	Sun 	et 	al. 

30 	International Journal of Food Microbiology, 61,17-25 (2000), Sultana et al. International 

Journal 	of 	Food 	Microbiology, 	62, 47-55 (2000), 	Favaro-Trindade et al. Journal 	of 

Microencapsulation, 19(4), 485-494 (2002) et Hansen et al. Food Microbiology, 19, 35-45 

(2002) notamment. 

Merne parmi les lactobacilles utilises par l'industrie laitiere pour Ia fabrication de 

35 	lait fermente et de yaourts, un grand nombre ne survit pas a l'environnement acide de 

l'estomac et ne peut donc pretendre a Ia definition des probiotiques. En effet, pour etre 
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qualifie de 	« probiotique ,,, 	une souche de microorganismes doit arriver vivante en 

quantite suffisante au niveau intestinal et s'etablir dans la microflore intestinale. 

Compte tenu de l'interet des probiotiques, il est donc desirable de mettre a 

disposition des formulations permettant aux microorganismes d'arriver vivants et en 

5 quantite suffisante dans l'intestin de l'hote. 

Ainsi, 	il 	est 	essentiel 	de 	fournir 	des 	compositions 	qui 	garantissent 	l'effet 

probiotique des microorganismes ajoutes au beepollen, en assurant leur biodisponibilite et 

leur activite biologique. 

La demande internationale PCT/EP2011/072756 decrit des combinaisons de 

10 beepollen et d'argile, nommees ici complexe beepollen/argile, permettant la stabilisation, 

la formulation sous forme de doses et l'administration de beepollen frais, mais n'envisage 

aucunement son utilisation a titre de support pour l'administration des microorganismes a 

visee probiotique caracterises et prealablement mis sous culture, notamment lyophilises. 

15 II a maintenant ete decouvert, et c'est l'un des objets de la presente invention, que 

lesdites combinaisons d'argile et de beepollen constituent un systeme d'administration 

ideal des microorganismes a visee probiotique, en leur donnant la protection necessaire 

contre 	l'acidite 	stomacale, 	les 	sucs 	biliaires 	et 	pancreatiques ; 	en 	fournissant 

('alimentation indispensable a leur developpement et, prealablement a leur reactivation 

20 dans le cas de microorganismes lyophilises, en leur permettant de donner naissance intra 

corpus 	a 	des 	microorganismes 	d'une 	grande 	vitalite, 	naturellement 	adaptes 	a 

l'environnement digestif ; en les delivrant vivants a l'intestin , en les y fixant et en les y 

liberant. 

25 Selon un premier objet, la presente invention concerne donc une composition 

comprenant : 

- un ou plusieurs microorganismes a visee probiotique, et 

- un complexe a base de beepollen et d'argile. 

30 Selon un autre objet, la presente invention concerne egalement ('utilisation d'un 

complexe 	a 	base 	de 	beepollen/argile 	a 	titre 	de 	support 	pour 	l'administration 	de 

microorganismes a visee probiotique notamment lyophilises, en particulier pour ameliorer 

la biocharge et la biodisponibilite desdits microorganismes. 

35 Ainsi, 	selon 	('invention, 	il 	a 	ete 	demontre 	que 	le 	complexe 	beepollen/argile 

constitue un milieu de protection et de nutrition ideal pour les microorganismes a visee 
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probiotique capable d'assurer leur protection lors du passage gastrique, de la mise en 

contact avec les sucs biliaires et pancreatiques de fournir ('alimentation necessaire a leur 

developpement et, prealablement a leur reactivation dans le cas de microorganismes 

lyophilises. 

5 Le complexe permet de maintenir les microorganismes vivants jusqu'a l'intestin et 

de 	conserver 	leurs 	caracteristiques 	biologiques, 	et 	par 	consequent 	leurs 	bienfaits 

physiologiques sur requilibre de la flore intestinale de l'hote. 

En particulier, le complexe beepollen/argile offre un environnement favorable a la 

naissance intra corpus de microorganismes vivants a visee probiotique d'une grande 

10 vitalite, 	adaptes 	a 	l'environnement 	digestif. 	De 	plus, 	alors 	que 	la 	survie 	des 

microorganismes a visee probiotique devient problematique en dessous d'un pH de 3, it a 

ete demontre que le support beepollen/argile des compositions selon l'invention permet 

de proteger les microorganismes de l'acidite gastrique, en maintenant le pH a un niveau 

compatible a la vie cellulaire par effet tampon qui isole ainsi les microorganismes du pH 

15 stomacal et qui permet la naissance intra corpus de microorganismes a ('issue du 

passage gastrique. II a egalement ete demontre que cette protection se prolonge lors du 

passage dans l'intestin. 

On entend par naissance intra corpus la capacite des microorganismes a se 

20 multiplier 	dans 	le 	complexe 	beepollen/argile 	et 	a 	s'adapter 	a 	l'environnement 

physiologique (notamment les conditions du systerne digestif) de l'hote a qui ils sont 

administres. 

On entend par <, complexe beepollen/argile ” toute matiere stable ou <, anhydre 

25 resultant de la fixation de beepollen provenant de quelque espece vegetale que ce soit 

sur une structure lamellaire silicatee. La demande internationale PCT/EP2011/072756 

decrit des combinaisons de beepollen et d'argile, et son contenu est incorpore ici par 

reference. 

30 Au sens de l'invention, on entend par « beepollen ” le pollen preleve par les 

abeilles. II s'agit de ('element fecondant vegetal tire par l'abeille de l'organe male de la 

fleur, agglornere de fleur en fleur et transports jusqu'a la ruche. II peut etre preleve par 

tout moyen, et notamment juste avant son entrée dans la ruche (grace a une trappe a 

pollen), selon les methodes habituelles. 

35 Au sens de l'invention, ce terme <, beepollen ” s'applique au pollen recolte par les 

abeilles quelque soit son mode de prelevement et/ou conservation. 



WO 2013/153117 
	

PCT/EP2013/057496 

4 

Au sens de l'invention, le terme « beepollen ” designe le beepollen sous toute 

forme permettant le maintien des caracteristiques du pollen frais. 	II comprend donc 

notamment le beepollen frais ainsi que le beepollen prealablement congele. 

Dans le cadre de la presente invention, 	le beepollen peut etre originaire de 

5 	diverses especes vegetales et n'est pas limite a une fleur particuliere. On peut ainsi citer 

le beepollen de seigle, de maIs, de tournesol, de ciste, de chataigner, de kiwi, de saule, 

de coquelicot, de lavande, de bruyere, etc. 

Le 	beepollen, 	notamment 	le 	beepollen 	congele, 	peut 	etre 	disponible 

commercialement par exemple chez Pollenergie. 

10 Le beepollen peut egalement etre de composition variable, notamment en fonction 

de la nature des plantes d'origine ainsi que de la periode de la recolte, du mode de recolte 

ou encore de la zone geographique (pays, regions...). 

Ainsi, le beepollen frais convenant a l'invention contient generalement de 5% a 

36% d'eau et de 64% a 95% de matieres seches, parmi celles-ci : 

15 - 	2,5% a 3,8% de sels mineraux ; 

- 	4,2% a 19,8% de lipides ; 

- 	8% a 30% d'albumine ; 

- 	5% a 7% d'amidon ; 

- 	des vitamines ; 

20 - 	des facteurs de croissance ; 

- 	de l'acide folique ; 

- 	des polyphenols ; 

- 	des phytosterols; 

- 	des ferments et levures. 

25 

On entend par <, argile ” un materiau comprenant des mineraux argileux tels que 

les silicates hydrates, notamment des silicates d'aluminium ou de magnesium. On prefere 

notamment les 	phyllosilicates presentant 	une structure feuilletee constituee d'un 	ou 

plusieurs feuillets. 

30 Selon la classification de Jozja, basee sur ('epaisseur et la structure du feuillet, on 

distingue quatre groupes d'argiles : 

i) Mineraux a 7 A : Son epaisseur est d'environ 7 A, c'est la categorie des kaolinites 

(kaolin, halloysite ...) 

ii) Mineraux a 10 A : Son epaisseur est d'environ 10 A, c'est la categorie des illites 

35 (illite, glauconite, ..) 
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iii) Mineraux a 14 A : Son epaisseur est d'environ 14 A, c'est la categorie des 

smectites (montmorillonite, bentonite, ghassoul ...) 

iv) Mineraux fibreux : L'epaisseur du feuillet est variable on les appelle chlorites ou 

mineraux fibreux (sepiolite, attapulgite ...). 

5 Le terme « argile ” selon l'invention fait donc reference a ces quatre types d'argile. 

A titre de mineraux argileux, on peut notamment citer l'illite, la chlorite, la glauconite, la 

kaolinite, l'attapulgite, la sepiolite et la montmorillonite. On prefere notamment, a titre 

d'argile, 	le 	kaolin, 	l'illite, 	la 	montmorillonite, 	l'attapulgite, 	et 	plus 	particulierement 	la 

montmorillonite. 

10 

Au 	sens 	de 	l'invention, 	on 	entend 	par 	microorganisme, 	un 	organisme 

microscopique 	incluant 	notamment 	les 	bacteries 	et 	les 	levures, 	notamment 	non 

pathogenes et non toxiques. 

Au sens de l'invention, on entend par microorganisme a visee probiotique, des 

15 microorganismes caracterises et mis sous culture avant leur formulation, qui, lorsqu'ils 

sont delivres vivants en quantite suffisante a l'intestin, confereraient un benefice pour la 

sante et/ou la nutrition de l'hote. 

Le terme « caracterise ” utilise ici fait reference a un microorganisme dont la ou 

les souches qui le constituent ont ete identifiee(s), notamment de facon a connaitre la 

20 nature de la ou les souche(s) et eventuellement leur(s) concentration(s). 

Selon un mode de realisation, les microorganismes caracterises selon l'invention 

sont ajoutes au beepollen. Selon un mode de realisation, les microorganismes ajoutes au 

beepollen 	sont 	distincts, 	notamment 	de 	par 	leur 	nature, 	nombre, 	structure, 	des 

microorganismes 	naturellement 	presents 	dans 	le 	beepollen. 	Selon 	un 	mode 	de 

25 realisation, des microorganismes lyophilises sont ajoutes. 

A titre de levure, on peut citer Saccharomyces cerivisiae. A titre de bacteries, on 

peut 	citer 	essentiellement 	les 	bacteries 	lactiques, 	telles 	que 	les 	lactobacilles, 	les 

bifidobacteries ou autres bacteries lactiques. 

30 Selon l'invention : 

35 

- 	a titre de 	lactobacilles, 	on 	peut notamment citer Lactobacillus acidophilus, 

Lactobacillus amylovirus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei, Lactobacillus cellobius, 

Lactobacillus crispatus, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus 

farciminis, 	Lactobacillus 	fermentum, 	Lactobacillus gasseri, 	Lactobacillus gallinarum, 

Lactobacillus helveticus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus 

plantarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus lactis. 
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- 	a 	titre 	de 	bifidobacteries, 	on 	peut 	citer Bifidobacterium 	adolescentis, 

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium 

lactis (reclasse Bifidobacterium animalis), Bifidobacterium laterosporus, Bifidobacterium 

5 longum, Bifidobacterium thermophilum. 

- 	d'autres 	bacteries 	lactiques 	incluent 	notamment Enterococcus 	faecalis, 

Enterococcus faecium, Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus 

acidilactici, 	Sporolactobacillus 	inulinus, 	Streptococcus 	diacetylactis, 	Streptococcus 

10 intermedius, Streptococcus thermophilus. 

- a titre de bacteries non lactiques, on peut citer Bacillus spp, Escherichia coli 

(souche nissle), Propionibacterium freudenreichii. 

On prefere notamment les lactobacilles et bifidobacteries telles que les especes 

15 Bifidobacterium 	bifidum 	(bifidus), 	Bifidobacterium 	lactis, 	Bifidobacterium 	longum, 

Bifidobacterium breve, 	Lactobacillus reuteri, 	Lactobacillus acidophilus, 	Lactobacillus 

casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus. 

Ces 	microorganismes 	a 	visee 	probiotique 	sont 	generalement 	disponibles 

commercialement. 

20 Lesdits 	microorganismes 	convenant 	a 	('invention 	sont 	generalement 	isoles, 

lyophilises, caracterises et/ou mis sous culture avant d'être ajoutes et inclus dans le 

complexe beepollen/argile. 

De fait, selon un mode de realisation prefere cette definition ne couvre pas les 

microorganismes 	naturellement presents 	dans 	le complexe 	beepollen/argile, 	et qui 

25 n'auraient pas ete isoles, caracterises, mis sous culture et/ou lyophilises prealablement a 

leur inclusion dans le complexe. 

Les microorganismes lyophilises a visee probiotique rentrent dans le champ de la 

presente invention. 

30 Les microorganismes a visee probiotique sont majoritairement commercialises 

sous forme lyophilisee. La lyophilisation, ou sechage a froid, est un procede base sur la 

sublimation qui permet de retirer l'eau contenue dans une matiere, un aliment ou un 

produit afin de le rendre stable a la temperature ambiante et ainsi faciliter sa conservation. 

La lyophilisation 	comporte de 	nombreux 	avantages 	par rapport aux 	autres 

35 procedes de sechage ou de conservation. 
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• La lyophilisation permet de conserver une grande partie des qualites des 

aliments etant donne que ceux-ci demeurent a une temperature sous le point de 

congelation durant la sublimation. 	L'utilisation de la lyophilisation 	est particulierement 

importante dans le cas des bacteries lactiques puisqu'elles sont tres sensibles a la 

5 chaleur. 

• Les aliments lyophilises en general ne necessitent pas de refrigeration pour se 

conserver. Les costs d'entreposage et de transport peuvent etre ainsi reduits de fawn 

appreciable. 

• La lyophilisation entraine une diminution importante du poids, ce qui facilite 

10 grandement 	le 	transport 	des 	aliments 	lyophilises. 	Par 	exemple, 	plusieurs 	aliments 

contiennent jusqu'a 90% d'eau. Ils seront donc dix fois plus legers apres lyophilisation. 

• La plupart des aliments lyophilises se rehydratent tres rapidement grace a leur 

texture 	poreuse. 	En 	effet, 	Ia lyophilisation 	n'entraine pas de diminution 	de volume 

appreciable. L'eau peut donc reprendre sa place facilement dans Ia structure moleculaire 

15 de ('aliment. 

Les microorganismes lyophilises sont mis en etat dormant par dessication. Ils 

doivent donc etre reactives pour arriver vivants dans l'intestin et y exercer une action 

benefique pour Ia sante de l'hote, conformement a l'invention. 

Selon l'invention, il a ete demontre que le complexe beepollen/argile represente un 

20 support permettant Ia reactivation de ces bacteries lyophilisees. 

Ce support represente donc un environnement favorable et ideal a Ia nutrition, Ia 

protection, au developpement et pour les microorganismes lyophilises Ia reactivation des 

microorganismes, y compris lors de ('administration par voie orale. 

Generalement, les compositions selon Ia revendication comprennent : 

25 - de 0,1% a 70% de probiotiques lyophilises ; et 

- de 30% a 99,9% dudit complexe, 

les pourcentages s'entendant en poids ; 

et plus particulierement : 

- de 3% a 30% de probiotiques lyophilises ; et 

30 - de 70% a 97% dudit complexe, 

les pourcentages s'entendant en poids. 

Les complexes beepollen/argile comprennent generalement : 

- 	de 4% a 90% de beepollen, et 

35 - 	de 10% a 96% d'argile. 

Les pourcentages s'entendant en poids. 
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Plus preferentiellement, les complexes selon l'invention comprennent : 

- de 20% a 40% de beepollen et 

- de 60% a 80% d'argile, 

et plus particulierement : 

- de 30% a 35% de beepollen et 

- de 65% a 70% d'argile. 

Les complexes selon l'invention presentent avantageusement une granulometrie 

a 500 pm, un taux d'humidite inferieur a 15% et/ou une activite d'eau (aw) 

a 0,75. 

Generalement, les compositions selon l'invention se presentent sous forme de 

poudre et presentent notamment les caracteristiques suivantes : 

ANALYSES SPECIFICATIONS 

ASPECT Poudre 

COULEUR 
Gris-vert fonce a gris-vert clair selon la 

quantite de bacteries lyophilisees 

ODEUR Specifique 

PH NA 

DENSITE NA 

METAUX LOURDS (Pb, As) - Pb < 2ppm 
 - As < 1ppm 

forme 

formulation 

resistantes, 

lyophilises 

Avantageusement, les compositions selon l'invention peuvent etre formulees sous 

gastro-resistante, notamment sous forme de gelules gastro-resistantes. 

Selon 	l'invention, 	it 	a egalement ete demontre, 	de facon 	inattendue, 	qu'une 

gastro-resistante de microorganismes a visee probiotique et du complexe 

beepollen/argile a permis ('augmentation de la biocharge avec la naissance intra corpus 

de ferments alors que les microorganismes formules sous forme de gelules gastro- 

sans 	le 	complexe 	beepollen/argile, 	ont 	un 	niveau 	de 	viabilite 

considerablement affect& 

Avantageusement, lorsque le complexe beepollen/argile chargé en probiotiques 

est formule en gelules gastro-resistantes, le passage au niveau de l'estomac 

s'inscrit comme un facteur favorable a la proliferation. Au contact du flux gastrique 

contenu dans l'estomac, la gelule gastro-resistante devient permeable, l'eau penetre et 
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apporte l'humidite dont les microorganismes ont besoin pour entamer la phase de 

proliferation. 

Selon ('invention, ('utilisation d'un complexe beepollen/argile comme support pour 

5 	('administration orale de microorganismes a visee probiotique permet de 

- 	proteger les microorganismes a visee probiotique des effets deleteres du 

conditionnement ; 

- 	reactiver les microorganismes a visee probiotique lyophilises inclus dans la 

composition ; 

10 - 	nourrir et maintenir viables les microorganismes a visee probiotique inclus 

dans la composition ; 

- 	proteger les microorganismes a visee probiotique de l'acidite gastrique 

- 	proteger 	les 	microorganismes 	a 	visee 	probiotique 	des 	sucs 	biliaires 	et 

pancreatiques ; 

15 - 	donner naissance intra corpus a des microorganismes a visee probiotique 

adaptes a l'environnement digestif ; 

- 	liberer les microorganismes dans le milieu intestinal tout en favorisant leur 

adhesion et interaction avec la muqueuse intestinale. 

20 Les microorganismes doivent se fixer a l'intestin pour contribuer au renforcement 

de la barriere intestinale et exercer leur action benefique sur la sante de l'hote. Ainsi, par 

exemple, les 	bifidobacteries 	possedent 	des 	capacites 	d'adhesion 	a 	la 	muqueuse 

intestinale ou 	elles reconnaissent differents recepteurs de ('epithelium 	intestinal. 	Les 

bacteries lactiques, quant a elles, occupent des sites potentiels de colonisation par les 

25 	pathogenes en empechant la penetration d'antigenes nuisibles et en evitant ainsi la 

proliferation de germes pathogenes. Elles consomment les nutriments disponibles limitant 

la source de 	nutriments pour les 	pathogenes et entrent en 	competition 	avec 	les 

pathogenes pour l'acces aux recepteurs de l'hote. De plus, elles secretent des molecules 

antimicrobiennes telles les bacteriocines au niveau de la surface epitheliale et agissent 

30 	aussi sur le milieu (p. ex. acidification). 

En 	augmentant la retention 	des 	microorganismes a visee probiotique dans 

l'intestin, le 	complexe 	beepollen/argile 	favorise 	('interaction 	benefique 	de 	ces 

microorganismes avec la muqueuse 	intestinale. 	Le 	microbiote 	intestinal 	exerce de 

nombreuses fonctions physiologiques necessaires et benefiques pour le maintien de la 

35 	sante de l'hote. Le maintien de requilibre de la flore intestinale et le renforcement de la 

barriere intestinale presentent un inter& majeur. Les microorganismes a visee probiotique 
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sont de bons candidats pour atteindre cet objectif. Cependant, des difficultes majeures 

empechent generalement les microorganismes d'exercer une activite probiotique : la 

necessite d'alimenter correctement les microorganismes pour les maintenir en vie ; la 

necessite 	de 	reactiver 	les 	microorganismes 	lyophilises ; 	la 	faible 	resistance 	des 

5 microorganismes 	aux 	chocs 	de 	('industrialisation ; 	la 	faible 	resistance 	des 

microorganismes a l'acidite gastrique, aux sucs biliaires et pancreatiques ; le manque 

d'adaptation des microorganismes a l'environnement digestif et le caractere planctonique 

des microorganismes qui est un frein a leur adhesion a la muqueuse et a leur interaction 

avec elle. Des strategies de contournement de ces difficultes existent, mais aucune ne 

10 permet de contourner l'ensemble des difficultes. Par exemple, des souches bacteriennes 

benefiques isolees et mises sous culture pour leur resistance a l'acidite gastrique ne sont 

pas reactivees, et le pourcentage infime qui va atteindre l'intestin ne pourra ni s'y fixer ni 

interagir efficacement au niveau intestinal. Aujourd'hui, aucun support ne permet de 

resoudre 	en 	simultane 	les 	differents 	freins 	biologiques 	et/ou 	physiologiques 	en 

15 garantissant une action sur le site cible. La presente invention permet de s'affranchir dans 

une large mesure de ces difficultes et fournit aux microorganismes l'environnement 

necessaire a leur action probiotique au niveau intestinal. 

Le complexe beepollen/argile permet de s'affranchir simultanement de l'ensemble 

des obstacles industriels, biologiques et/ou physiologiques a ('action des probiotiques en 

20 apportant les elements suivants : 

• Environnement nutritif necessaire a la subsistance des bacteries 

• Environnement 	nutritif 	necessaire 	a 	la 	reactivation 	des 	bacteries 

lyophilisees 

• Resistance a l'acidite gastrique 

25 • Resistance aux sucs biliaires et pancreatiques 

• Adaptation a l'environnement digestif 

• Fixation a la paroi intestinale et delivrance. 

L'invention concerne egalement un procede de preparation d'une composition 

selon ('invention. Ledit procede comprend : 

30 - le mélange de beepollen et d'argile ; et 

- l'ajout et le mélange de microorganismes a visee probiotique. 

Lesdits microorganismes a visee probiotique peuvent etre lyophilises, presentes 

sous forme de poudre notamment. 

De preference, le mélange obtenu peut etre tamise pour obtenir la granulometrie 

35 desiree. Avantageusement, un tamis de maillage 500pm est utilise. 
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L'invention concerne egalement ('utilisation d'un complexe a base de beepollen et 

d'argile pour vehiculer les microorganismes a visee probiotique jusqu'a l'intestin, les fixer, 

ameliorer 	leur 	biodisponibilite 	et/ou 	leur 	activite 	biologique 	probiotique 	au 	niveau 

intestinal. 	Ledit 	complexe 	constitue 	donc 	un 	biovecteur 	pour 	l'administration 	de 

5 microorganismes a visee probiotique. 

On entend ici par <, activite biologique ” l'effet nutritionnel (notamment dietetique) 

et/ou 	physiologique, 	tel 	que 	probiotique 	et 	therapeutique, 	exerce 	par 	lesdits 

microorganismes chez les sujets qui les ont consommés. 

10 La presente invention concerne donc notamment une composition alimentaire, 

cosmetique, pharmaceutique et/ou galenique et/ou un dispositif medical comprenant une 

composition selon l'invention. 

Lesdites compositions/dispositifs selon l'invention sont donc utiles a titre preventif 

et/ou curatif, therapeutique et/ou nutritionnel (notamment dietetique), pour usage humain 

15 et/ou animal. 	Les excipients necessaires a la mise en forme industrielle du produit 

peuvent etre choisis parmi toutes les matieres acceptables selon la reglementation 

(aliment, complement alimentaire, 	aliment fonctionnel, cosmetique, dispositif medical, 

pharmaceutique) qui regit ce produit. 

On peut ainsi notamment citer comme excipients les derives de la cellulose ou de 

20 la cellulose microcristalline, les carbonates alcalino-terreux, le phosphate de magnesium, 

les amidons, les amidons modifies, le lactose pour les formes solides, l'eau, les solutes 

aqueux, le serum physiologique, les solutes isotoniques, etc. 

Selon un mode de realisation, les compositions comprennent egalement une 

source de sucre, tel que le glucose permettant aux bacteries de se developper. 

25 

Les compositions selon l'invention peuvent etre presentees sous des formes 

destinees a l'administration par voie orale, sublinguale, topique, locale, intratracheale, 

intranasale ou rectale, notamment orale. 

Elles peuvent donc etre notamment presentes sous forme de solutes ou flacons 

30 multi-doses, ou sous forme de comprimes nus ou enrobes, de dragees, de capsules, de 

gelules molles ou dures, de granules, pilules, de cachets, de poudres, de suppositoires ou 

de capsules rectales, de solutions ou de suspensions, ou encore de crèmes, gels, 

pommades, pates, patch, produits alimentaires tels que yaourts, etc. 

La presente invention vise plus particulierement les formulations gastroresistantes 

35 telles que les pates ou les gelules, notamment les gelules gastroresistantes comprenant 

une composition selon l'invention. 
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De preference, ladite composition contient une quantite efficace de la composition 

selon l'invention. 

La dose et/ou posologie peut varier dans les limites importantes (0,5 mg a 1000 

mg) et peut dependre de la voie d'administration, ainsi que de l'age et du poids du sujet. 

5 II peut y avoir des cas particuliers ou des dosages plus eleves ou plus faibles sont 

appropries ; de tels dosages ne sortent pas du cadre de l'invention. Selon la pratique 

habituelle, 	le 	dosage 	approprie 	a 	chaque 	sujet 	est 	determine 	selon 	le 	mode 

d'administration, 	le 	poids 	et 	la reponse dudit sujet, 	ainsi 	que 	la concentration 	des 

microorganismes dans ladite composition. 

10 

Les 	compositions 	alimentaires 	selon 	l'invention 	peuvent 	etre 	notamment 	un 

aliment, un aliment fonctionnel (ou alicament) ou un complement alimentaire. 

Les aliments fonctionnels ou alicaments sont generalement Minis comme un 

aliment conventionnel, ou qui en a l'apparence, qui fait partie de ('alimentation normale, et 

15 qui a pour caracteristique de procurer des effets physiologiques benefiques depassant 

ses fonctions nutritionnelles habituelles ou de reduire le risque de maladies chroniques. 

L'invention vise donc egalement les aliments fonctionnels tels que les yaourts 

comprenant une composition selon l'invention. 

Ladite composition peut aussi constituer un complement alimentaire au sens de la 

20 Directive Europeenne 2002/46/CE. 

Ledit complement alimentaire est avantageusement formule sous forme de dose, 

a savoir dans une forme de presentation definie par la Directive Europeenne 2002/46/CE, 

telle que <, les gelules, les pastilles, les comprimes, les pilules et autres formes similaires, 

ainsi que les sachets de poudre, les ampoules de liquide, les flacons munis d'un compte- 

25 goutte et les autres formes analogues de preparations liquides ou en poudre destinees a 

etre prises en unites de faible quantite ”. 

Ladite 	composition 	peut 	aussi 	constituer 	notamment 	une 	specialite 

pharmaceutique au sens de la Directive Europeenne 2001/83/CE. 

30 

35 

Ladite composition 	peut etre 	utile dans 	la prevention 	et/ou 	le traitement de 

desordres dans lesquels les probiotiques sont generalement consideres benefiques. On 

peut ainsi citer notamment l'osteoporose, des maladies cardio-vasculaires, des cancers, 

des desordres du foie et du metabolisme, la fatigue, des troubles circulatoires, des 

troubles articulaires, les symptornes menopausiques, des desordres du systerne nerveux, 

des desordres du 	systerne gastro-intestinal, 	des desordres oculaires, 	urinaires, 	des 

desordres de la prostate tel que l'hypertrophie benigne de la prostate, 	la prostatite 
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chronique, 	la 	prostatodynie 	et 	le 	cancer 	de 	la 	prostate, 	les 	troubles 	nutritionnels, 

dermatologiques et cosmetodermatologiques, l'asthenie et la fatigabilite, la convalescence 

et 	la 	post-chirurgie, 	les 	desequilibres 	hydro-electrolytiques, 	les 	ameliorations 	des 

conditions physiques, etc. 

5 Les 	compositions 	pharmaceutiques 	selon 	l'invention 	peuvent 	egalement 

comprendre un ou plusieurs ingredients actifs. 

La presente invention concerne egalement les dispositifs medicaux comprenant 

une composition selon ('invention. Ladite composition peut donc constituer un dispositif 

10 medical au sens de la Directive Europeenne 93/42 CEE. 

FIGURES 

La figure 1 represente le developpement de bacteries lyophilisees (Bifidobacterium 

longum) dans un milieu ideal et au sein du complexe beepollen/argile. 

15 La figure 2 represente les pourcentages de gain et de perte de ferments apres 

passage dans l'estomac pour quatre compositions formulees sous forme de gelules 

gastro-resistantes : 

20 

i) sur support beepollen/argile ; 

ii) produit Bion Transit, 

iii) produit Lactibiane ref. 2,5G, 

iv) Arkoprobiotics defense +. 

La figure 3 represente la survie des bacteries lyophilisees en gelules gastro-

resistantes apres passage dans l'estomac. 

La figure 4 represente la reactivation des bacteries lyophilisees associees au 

25 complexe beepollen/argile, en gelules gastro-resistantes, apres passage dans l'estomac. 

La Figure 5 illustre les gains et pertes des ferments apres passage dans l'estomac 

et action de la bile et du pancreas, avec et sans complexe. 

La Figure 6 illustre l'effet synergique du beepollen et de l'argile sur les gains de 

ferments dans l'estomac, chyme, muqueuse et liquide intestinal. 

30 

Les exemples suivants illustrent l'invention, sans toutefois la limiter. Les produits 

de departs utilises sont des produits connus ou prepares selon des modes operatoires 

connus. 

Les pourcentages sont exprimes en poids, sauf mention contraire. 

35 
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EXEMPLES 

- Materiel: 

Balance electronique de precision- Mettler Toledo PG803 

Etuve WTB binder 

5 Agitateur — IKA Labotechnik Eurostar 

pH metre HANNA instruments 

Becher en verre 250mL - Bomex 

Spatules courbees, forme cuillere, acier inox 18/8 — Labo-moderne 

10 - Fournisseurs de matieres premieres: 

Pollen de Tournesol congele sous gaz azote 

Pollenergie 

La Grabere - 47450 St Hilaire de Lusignan 

Tel. 05 53 68 11 11 - Fax. 05 53 68 11 12 

15 Argile Montmorillonite 

Argiletz 

14 route d'Echampeau - 77 440 Lizy sur Ourcq 

Tel. 01 60 61 20 88 — Fax. 01 60 61 27 39. 

20 Le complexe a ete prepare de la fawn suivante. 

Pour la preparation de 150 g de complexe beepollen/argile : les proportions de 

chacun des composants est de 66,66 % d'argile pour 33,33% de beepollen. 

- 	Peser 100 g d'argile dans un becher de 250 mL ; 

- 	Peser 50 g de beepollen congele dans un becher de 250 mL ; 

25 - 	Les pieces de l'agitateur sont de preference seches pour eviter l'hydratation du 

complexe ; 

- 	[Manger l'argile ; 

- 	Ajouter le beepollen et laisser melanger pendant 30 secondes. 

La granulometrie desiree est obtenue par tamisage au moyen d'un tamis de 

30 maillage 500 pm. 

Les compositions a base de beepollen/argile et de microorganismes a visee 

probiotique sont preparees de la fawn suivante pour 166.67g de produit final avec 10% 

de microorganismes : 

35 - Peser 100g d'argile dans un becher de 250 mL; 

- Peser 50g de beepollen dans un becher de 250 mL; 
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- Peser 16.67g de microorganismes dans un becher de 100 mL; 

- Les pieces de l'agitateur sont de preferences seches pour eviter l'hydratation du 

complexe; 

- [Manger l'argile; 

- Ajouter le beepollen et laisser melanger pendant 30 secondes; 

- Ajouter les microorganismes et laisser melanger pendant 30 secondes; 

La granulometrie desiree est obtenue par un tamisage au moyen d'un tamis de maillage 

500 pm. 

Exemple 1 : Mise en evidence de Ia capacite du complexe beepollen/argile a fournir un 

milieu de nutrition et reactivation des bacteries lyophilisees 

indispensables a Ia 

les proportions optimales 

sont representes dans les 

colonne de ce tableau 

dans 	le 	complexe 

II a ete rapporte, dans Ia litterature, les besoins en ingredients 

reactivation des bacteries lyophilisees. 

Ces ingredients (sucres, 	proteines, sodium, 	etc.) et 

(besoins en %) pour la reactivation des bacteries lyophilisees 

deux premieres colonnes du tableau ci-dessous. La troisierne 

indique 	le 	pourcentage 	de 	ces 	differents 	ingredients 	contenu 

beepollen/argile. 

Ingredients Besoins en 
oh, 

Dans le support 
beepollen/argile 

Peptone (hydrolyse de proteine) 16 
35 

Proteine 13 

Levure 

La plus grande source de vitamine B1 

(12mg/100g) necessaire au metabolisme des 

glucides et des lipides 

6.6 Entre 6 et 13 

Glucose 32 De 20 a 40% 

Acetate de sodium trihydrate 8 Sodium apporte par l'argile 

Citrate d'ammonium 3.2 Apporte par l'argile 

Tween (solubilisant necessaire a 

('assemblage des substances non miscibles 

entre elles) 

1.6 non applicable 

Hydrogenophosphate de potassium 3.2 De 20 a 45% des cendres 

Sulfate de magnesium heptahydrate 0.3 De 1 a 12% des cendres 
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Sulfate de manganese tetrahydrate 0.1 1.4% des cendres* 

Agar (polysacharides) 16 Entre 13 et 55% 

pH 6.2 Pollen pH6.0 maintenu 

acide par l'argile 

De nombreuses vitamines, 

des acides amines et des 

substances de croissance 

On retrouve donc une parfaite concordance entre les elements indispensables a la 

reactivation 	des 	bacteries 	lyophilisees 	rapportes 	dans 	la 	litterature 	et 	les elements 

contenus dans le support de beepollen/argile. 

Le developpement de bacteries Bifidobacterium longum au sein d'un milieu nutritif 

ideal et au sein du complexe beepollen/argile a ete mis en evidence de Ia facon suivante. 

1- Les bacteries ont ete ensemencees dans un milieu de culture ideal et d'autres 

ont ete ensemencees avec le complexe beepollen/argile en quantite equivalente. 

2- Des denombrements ont ete realises pour ces deux echantillons. 

Les resultats illustres a Ia Figure 1 demontrent que le complexe beepollen/argile 

permet Ia reactivation et Ia proliferation des bacteries. 

Exemple 2 : Mise en evidence de Ia resistance a l'acidite du complexe beepollen/argile 

par rapport a des produits commerciaux 

ont ete utilises. 

specifique : Lactobacillus plantarum 

dont l'intestin 	est sensible et qui sont 

inconfort, gene, pesanteur, ballonnements, 

de 10 000 000 000 (10 milliards) de 

Les trois produits commerciaux suivants 

Bion transit 
Bion transit apporte une souche probiotique 

299v. 

Bion transit est destine aux personnes 

sujettes a des troubles intestinaux frequents : 

transit irregulier, etc. 

II est revendique sur le produit un apport 

probiotiques par gelule. 
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Lactibiane reference 2,5G 

Les 	souches 	probiotiques 	de 	Lactibiane 	Reference 	sont 	certifiees 	GRAS 

(Generally Regarded As safe) et deposees a la Collection Nationale de Cultures de Micro-

organismes de l'institut Pasteur. II s'agit des quatre souches suivantes : 

5 - 	Bifidobacterium longum LA 101 

- 	Lactobacillus acidophilus LA 102 

- 	Lactococcus Lactis LA 103 

- 	Streptococcus thermophilus LA 104 
Lactibiane reference 2,5G contribue au maintien de la flore intestinale, ameliore le 

10 confort digestif et regule le transit des la premiere semaine. II peut aider en cas de 

troubles digestifs (ballonnements, etc.) et en prevention hivernale. 

II est revendique sur le produit un apport de 10 000 000 000 (10 milliards) de 

probiotiques par gelule. 

15 Arkoprobiotics defenses + 
Arkoprobiotics 	defenses 	+ 	contient 	une 	selection 	de 	probiotiques 	lyophilises 

provenant de plusieurs souches : 

- 	Lactobacillus paracasei 

- 	Lactobacillus plantarum 

20 - 	Lactobacillus rhamnosus 

- 	Lactobacilus acidophilus 

Arkoprobiotics defense+ aide a renforcer les defenses naturelles de l'organisme, 

notamment pendant l'hiver et les changements de saison, ainsi qu'a reequilibrer la flore 

25 intestinale. II contribue a requilibre de la vitalite de l'organisme. 

II est revendique sur le produit un apport de 50 000 000 000 (50 milliards) de 

probiotiques par gelule. 

Mode operatoire : 

30 Des gelules gastro-resistantes contenant le complexe beepollen/argile ou des 

souches bacteriennes de produits commerciaux ont ete fabriquees, au moyen du kit de 

preparation des gelules gastro-resistantes ApproPharm (254 chemin de la Farlede - 

83500 La Seyne sur Mer). 

35 Le mode operatoire pour l'enrobage est le suivant : 
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• Tremper 	les 	gelules 	pleines 	de 	complexe 	beepollen/argile 	ou 	de 	produits 

commerciaux pendant 10 secondes dans le liquide. 

• Laisser secher sur un tamis, en remuant frequemment pour eviter tout collage. 

• Attendre 10 minutes et puis ajouter une 2' couche : Tremper les gelules 5 

5 secondes dans la solution, puis laisser secher comme precedemment. 

• Attendre 10 minutes et puis ajouter une 3' couche : Tremper les gelules 5 

secondes dans la solution, puis laisser secher comme precedemment. 

• Attendre 10 minutes et puis ajouter une 4' couche : Tremper les gelules 5 

secondes dans la solution, puis laisser secher comme precedemment. 

10 • Attendre 10 minutes et puis ajouter une 5' couche : Tremper les gelules 5 
secondes dans la solution, puis laisser secher comme precedemment. 

Des essais ont ete conduits pour s'assurer de la resistance des gelules dans un 

milieu 	acide. 	Ils ont montre une excellente resistance au 	milieu 	acide puisque les 

15 enveloppes n'etaient pas rompues apres un temps de 4 heures. 

Conditions experimentales 

Les gelules gastro-resistantes ainsi preparees ont ete soumises aux conditions 

experimentales suivantes. 

20 Ainsi, les gelules 

- ont ete placees dans 500 mL (volume de l'estomac en preprandial) 

- d'une solution acide de pH 2 (acidite du contenu stomacal) 

- maintenues dans une etuve a Ia temperature de 37°C (temperature corporelle) 

- pendant une duree totale de 4h (duree de transit au niveau stomacal) 

25 - sous agitation mecanique (contraction de l'estomac). 

A Ia fin de ('experimentation, les gelules sont restees integres (pas de rupture de Ia 

gelule entrainant une dispersion de son contenu), 	mais sont devenues legerement 

permeables. Le contenu des gelules a ete isole et analyse pour realiser le denombrement 

30 des ferments lactiques. 

Denombrement des ferments lactiques 

Le d6nombrement des ferments lactiques par QSA — Qualite Securite Alimentation 

— Site d'Agropole — BP 125 — 47931 Agen Cedex 9. 

35 Le 	denombrement 	des 	ferments 	lactiques 	presents 	dans 	le 	complexe 

beepollen/argile au sein des gelules gastro-resistantes et avant digestion indique 60 000 
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UFC par gramme. Apres digestion, le complexe beepollen/argile presente une charge en 

bacteries lactiques de 80 000 UFC par gramme. 

Pour les 	produits commerciaux avec 	mise en 	gelule gastro-resistante sans 

5 	complexe, le denombrement des ferments lactiques apres digestion est le suivant : 

Bion Transit 	 40 UFC/g 

Lactibiane reference 2,5G 	190 000 UFC/g 

Arkoprobiotics defenses + 	40 000 UFC/g 

10 Les variations lors de la digestion des ferments dans le complexe beepollen/argile 

et les trois produits commerciaux sont illustrees a la Figure 2. Les produits commerciaux 

formules en gelules gastro-resistantes montrent que moins de 1% des ferments sont 

reactives. Le support beepollen/argile sous forme de gelules gastro-resistantes permet 

d'augmenter la charge en ferments de 33% lors de la digestion. 

15 

Exemple 3: 	Impact du complexe beepollen/argile sur la reactivation des bacteries 

lyophilisees 

1) preparation des lots 

- des bacteries lyophilisees seules (souches commerciales pures) 

20 versus 

- les memes bacteries lyophilisees incluses dans le complexe beepollen/argile. 

Une 	quantite 	similaire 	de 	microorganismes 	a 	ete 	incluse dans 	chaque 	lot, 

independamment de la quantite et/ou de la forme galenique du produit de reference (entre 

1 000 000 et 2 000 000). 

25 Les bacteries lyophilisees incluses dans le complexe beepollen/argile ont ete 

preparees de la fawn suivante : 

Le volume de bacteries lyophilisees correspondant a une quantite de 1 000 000- 

2 000 000 a ete ajoute au complexe. Le mélange a ete homogeneise a l'aide d'un 

agitateur pendant 30 secondes. 

30 

2) 	Les gelules gastro-resistantes 	ont ete preparees 	selon 	la procedure de 

l'exemple 2. 

3) Les gelules ont etes soumises aux conditions experimentales suivantes. Ainsi, 

35 	les gelules : 

- ont ete placees dans 500 mL (volume de l'estomac en preprandial) 
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- d'une solution acide de pH2 (acidite du contenu stomacal) 

- maintenues dans une etuve a la temperature de 37°C (temperature corporelle) 

- pendant une duree totale de 4h (duree de transit au niveau stomacal) 

- sous agitation mecanique (contraction de l'estomac). 

5 

Le 	denombrement 	des 	ferments 	lactiques 	a 	ete 	realise 	avant 	et 	apres 

experimentation par un laboratoire d'analyse microbiologique independant accredits par le 

COFRAC 	(Comite 	Francais 	d'Accreditation) 	pour 	le 	programme 	59 	— 	Analyses 

microbiologiques des produits agro-alimentaires — dans 	le cadre de la convention 

10 	d'accreditation n°1344. 

Les resultats obtenus sont les suivants : 

1. Echantillons sans le complexe Beeopollen/argile 

Bacteries commerciales lyophilisees, avant mise en gelule, avant passage dans l'estomac 

15 	(stapes 2 et 3 du protocole non realisees) 

Bacteries lyophilisees avant passage dans l'estomac 

Bifidobacterium longum 	 800 UFC/g 

Lactobacillus acidophilus 	41 000 000 UFC/g 

Bifidobacterium bifidum 	 75 000 000 UFC/g 

20 

Bacteries commerciales lyophilisees, mises en gelules gastro-resistantes apres passage 

dans l'estomac (stapes 1, 2 et 3 du protocole) 

Bifidobacterium longum 	 40 UFC/g 

Lactobacillus acidophilus 	160 000 UFC/g 

25 	Bifidobacterium bifidum 	 32 000 UFC/g 

Les pourcentages de gain ou de perte des ferments lactiques apres passage dans 

l'estomac ont ete calcules. Its sont representes pour chaque bacterie, a la Figure 3. 

30 	2. Echantillons associes au complexe beepollen/argile 

Bacteries lyophilisees associees au complexe avant mise en gelule, avant passage dans 

l'estomac (stapes 2 et 3 du protocole non realisees): 

Bacteries lyophilisees associees au complexe avant passage dans restomac 

Bifidobacterium longum 	 1 900 000 UFC/g 

35 	Lactobacillus acidophilus 	1 800 000 UFC/g 

Bifidobacterium bifidum 	 1 100 000 UFC/g 
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Bacteries lyophilisees associees au complexe, mises en gelules gastro-resistantes apres 

passage dans l'estomac 

Bifidobacterium longum 	 7 400 000 UFC/g 

Lactobacillus acidophilus 	2 600 000 UFC/g 

5 Bifidobacterium bifidum 	 2 600 000 UFC/g 

Les pourcentages de gain ou de perte des ferments lactiques apres passage dans 

I'estomac ont ete calcules. Ils sont representes pour chaque bacterie, seule ou associee 

au complexe beepollen/argile, a Ia Figure 4. 

10 Le complexe beepollen/argile formule en gelules gastro-resistantes permet une 

augmentation des ferments des probiotiques lyophilises lors de Ia digestion. 

Les probiotiques lyophilises formules sous forme de gelules gastro-resistantes 

perdent au moins 95% de leurs ferments lors de Ia digestion. 

Ces resultats montrent que : 

15 ✓ les effets de proliferation des ferments induits par le complexe beepollen/argile sur 

les bacteries incluses naturellement dans le beepollen frais peuvent etre etendus 

aux bacteries lyophilisees. 

✓ le complexe beepollen/argile est un support de choix pour Ia reactivation de 

probiotiques lyophilises 

20 ✓ le complexe beepollen/argile sert de support de proliferation, d'implantation et 

donc d'administration de probiotiques. 

Exemple 4 : Etude intestinale 

La demonstration que les bacteries qui arrivent au niveau intestinal ne sont pas 

25 degradees par les differents sucs secretes et qu'elles adherent a Ia muqueuse intestinale 

est un enjeu de taille et constitue un potentiel scientifique et industriel. 

En effet, Iorsque les probiotiques arrivent au niveau de l'intestin, pour exercer leurs 

actions 	sur 	Ia sante, 	ils 	doivent 	resister a 	('elevation 	du 	pH 	entre 	I'estomac 	et 	le 

duodenum, resister a ('impact des sels biliaires et des enzymes pancreatiques, enfin se 

30 fixer 	a 	Ia 	paroi 	intestinale 	pour 	pouvoir 	interagir 	avec 	le 	support 	en 	fonction 	des 

specificites des bacteries. 

La presente etude a pour but d'evaluer : 

- 	Ia resistance des probiotiques aux variations de pH (gastrique et intestinal) et 

aux differents fluides (sels biliaires et enzymes pancreatiques) 

35 - ('adherence des probiotiques a Ia paroi intestinale. 
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Elle comporte donc deux experimentations : 

- une etude sur milieu artificiel permettant de mesurer la resistance des probiotiques aux 

variations 	physiologiques 	de 	pH 	et 	aux 	atteintes 	enzymatiques, 	de 	l'estomac 	au 

duodenum : ceci vient en quelque sorte completer par le niveau intestinal les etudes 

5 precedentes qui etudiaient la resistance des probiotiques au milieu gastrique (et dont les 

resultats ont ete rappeles precedemment) ; 

- 	une 	etude 	ex-vivo 	sur 	explants 	d'intestin 	pour 	mesurer 	a 	la fois 	la 	survie 	des 

probiotiques dans la lumiere intestinale et leur adhesion a la muqueuse intestinale. 

10 PROTOCOLE 

1. Echantillons a tester 

Les echantillons qui devront etre testes lors de cette etude sont : 

-Argile seule 

-Pollen seul 

15 -Probiotique seul (Bifidobacterium longum) 

-Complexe beepollen/argile 

-Complexe beepollen/argile + probiotiques 

- Produits Bion, Lactibiane, Arkoprobiotics 

20 Un temoin (serum physiologique) sera realise en parallele, en merne temps que 

ces echantillons. 

Pour des raisons d'homogeneite, tous les echantillons ont ete mis en gelules de 

taille 1, conservees a 4°C. 

25 Les exemples 1-3 ayant montre que la mise en gelules gastro-resistantes des 

probiotiques commerciaux comme de Bifidobacterium longum ne presentait pas d'interet 

quant a leur survie par rapport a ('utilisation de gelules classiques, seuls les echantillons 

comportant le complexe beepollen/argile et le complexe beepollen/argile associes aux 

probiotiques ont ete conditionnes en gelules gastro-resistantes selon le protocole ci- 

30 apres. 

• Tremper 	les gelules 	pleines de complexe 	Beepollen/argile 	avec 	ou 	sans 

probiotiques pendant 10 secondes dans le liquide. 

• Laisser secher sur un tamis, en remuant frequemment pour eviter tout collage. 

• Attendre 10 minutes et puis ajouter une 2erne couche : Tremper les gelules 5 

35 secondes dans la solution, puis laisser secher comme precedemment. 
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• Attendre 10 minutes et puis ajouter une 3erne couche : Tremper les gelules 5 

secondes dans la solution, puis laisser secher comme precedemment. 

• Attendre 10 minutes et puis ajouter une 4erne couche : Tremper les gelules 5 

secondes dans la solution, puis laisser secher comme precedemment. 

5 • Attendre 10 minutes et puis ajouter une 5erne couche : Tremper les gelules 5 

secondes dans la solution, puis laisser secher comme precedemment. 

2. Simulation in vitro de la phase stomacale 

L'ensemble des echantillons est soumis au protocole de l'exemple 2. 

10 Au niveau de l'estomac, les echantillons sont soumis a de nombreux parametres 

physiologiques qui ont etes reproduits de la maniere suivante: 

- ils ont ete dilues dans 500mL (volume de l'estomac en pre-prandial) 

- d'une solution acide de pH2 (acidite du contenu stomacal) 

- maintenus dans une etuve a la temperature de 37°C (temperature corporelle) 

15 - pendant une duree totale de 4h (duree de transit au niveau stomacal) 

- sous agitation (contraction de l'estomac). 

Apres incubation : 

- dans le cas du complexe beepollen/argile associe aux Bifidobacterium longum, le 

20 	contenu de ces gelules a ete analyse d'un point de vue microbiologique ; 

- dans le cas des gelules non gastro-resistantes, le liquide stomacal a egalement 

ete analyse d'un point de vue microbiologique ; 

- 62,5 mL de l'extrait de sucs biliaire et de suc pancreatique ont ete ajoutes au 

liquide stomacal. Un echantillon de ce liquide (chyme intestinal) a ete analyse d'un point 

25 	de vue microbiologique. 

3. Passage du pH gastrique au pH intestinal 

A la fin des 4 heures d'incubation, 62,5 ml d'une solution constituee d'une solution 

de bicarbonate de sodium a 0.2M et d'extrait de bile a 1,2% et de suc pancreatique a 

30 	0.2% sont ajoutes au liquide gastrique. 

4. Etude sur explants : etude preparatoire 

4.1. 	Choix du modele animal. 

Le porc a ete choisi comme modele animal, cet animal ayant la physiologie 

35 	digestive la plus proche de celle de l'Homme : son tractus gastro-intestinal lui est similaire 

du point de vue structural (Heinz et al., 1987, J. Gen. Virol. 68, 2495-2499). 
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4.2. 	Recuperation de l'intestin de porc 

Les intestins recuperes apres abattage des animaux a destination alimentaire 

(denues de toute pathologie) sont places dans une solution physiologique. La solution est 

composee d'eau distillee et de chlorure de sodium (NaCI) dilue a 9 pour 1000 (= solution 

5 a 0,9 % de poids/volume de NaCI, soit 9 g/1). Elle contient 154 mEq/I de Na+ et de Cl-

avant utilisation, puis l'intestin est lave dans une solution de Ringer. 

Des segments longitudinaux de 6 cm par 27 cm sont prepares dans le duodeno-

jejunum et conserves dans la solution de Ringer. 

10 5. Simulation de la phase intestinale 

Pour visualiser 	('adhesion 	des 	microbacteries 	a 	la 	muqueuse 	intestinale, 	un 

appareil permettant de simuler la digestion sur des explants d'intestins de porc a ete 

developpe avec les parametres suivants: 

Le contenu du chyme gastrique ajuste au bon pH est place dans un des 

15 receptacles en acier inoxydable de 700mL. Le contenu est brasse en continu de maniere 

a simuler les mouvements gastriques et intestinaux a l'aide d'une helice (20 tours par 

minute). 

Les intestins de pores sont places sur les plaques presentant les caracteristiques 

suivantes: 

20 - 	des plaques inclinees (11°) en acier inoxydable de 6.8 cm sur 22 cm qui sont 

recouvertes d'une membrane souple et crantee permettant de modeliser le 

peristaltisme. Ce mouvement sera realise a l'aide d'un tapis roulant a la vitesse de 

0,5cm/minute. 

L'intestin est alors positionne sur la plaque. Lorsque l'intestin est correctement 

25 positionne sur la plaque, le tapis est active et recoulement du liquide intestinal est lance 

pour une duree de deux heures, dans les conditions suivantes : 

- Maintien de l'intestin de porc a une temperature constante de 37°C. 

- L'hygrometrie est controlee (80%) de maniere a ne pas assecher l'intestin de 

porc. 

30 - Lair interne de la chambre est constitue de 95% d'azote (N2) et 5% d'air. 

- Maintien de l'intestin de porc a l'obscurite durant la phase experimentale. 

6. Mesures 

Au bout des 2 heures, les intestins sont 

35 - enleves de leurs supports ; 

- decoupes en sections transversales ; 
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-observees 	au 	microscope 	et 	raclees 	pour 	realiser 	un 	denombrement 

microbiologique : 

Le liquide passé sur l'intestin et recueilli dans les bacs de recuperation est analyse 

d'un point de vue microbiologique. 

5 Le liquide avant passage sur l'intestin est egalement analyse d'un point de vue 

microbiologique. Sur les echantillons, on realise une analyse microbiologique de la flore 

lactique (NF ISO 15214). 

Les resultats relatifs aux comptages microbiologiques avant, pendant et apres 

passage sur l'intestin sont transmis en Unite Formant des Colonies par gramme (UFC - 

10 Units Forming Colony per gram). Cela permet de comparer les differents niveaux et 

d'evaluer 	les 	eventuelles 	proliferations. 	Les 	ratios: 	surfaces d'intestins 	analyses 	par 

rapport a la surface totale de l'intestin sont pris en consideration. 

Les morphologies cellulaires ont ete evaluees. L'integrite du grain de pollen est 

15 egalement evaluee. 

RESULTATS ET DISCUSSIONS 

L'objectif de cette etude est d'evaluer la resistance des probiotiques a l'acidite 

20 gastrique, puis a ('elevation du pH au cours du transit, a la mise en contact avec les sels 

biliaires et les enzymes pancreatiques, leur survie aux differents fluides intestinaux et leur 

adherence a la paroi intestinale. 

1. Evaluation de la survie de ferments a la phase stomacale. 

25 Les exemples 1-3 montrent que la digestion ne permet pas aux bacteries de 

survivre s'ils ne sont pas associes au complexe beepollen/argile. 

Dans ce meme contexte physiologique, le complexe beepollen/argile favorise une 

augmentation de la quantite de probiotiques ingeres. La biocharge augmente en presence 

30 du complexe, alors que, dans le meme temps, les probiotiques (Bifidobacterium longum) 

sans la protection du complexe sont quasiment tous tues. 

Ainsi, le passage au niveau de l'estomac s'inscrit comme un facteur favorable a la 

proliferation des bacteries si elles sont protegees par le complexe. Au contact de l'eau 

contenue dans l'estomac, la gelule gastro-resistante devient permeable, l'eau penetre et 

35 apporte l'humidite dont les bacteries ont besoin pour etre reactivees et entamer la phase 
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de proliferation, sous reserve que les bacteries aient, comme c'est le cas avec le 

complexe, la reserve nutritive suffisante. 

Cette etape cruciale de reactivation et proliferation au sein du complexe constitue 

un axe central et preponderant dans l'activite probiotique du complexe. 

5 

2. Evaluation de la survie de ferments aux sels biliaires et aux sucs 

pancreatiques 

L'acidite gastrique et les secretions bilio-pancreatiques constituent les principaux 

10 mecanismes endogenes d'inactivation des bacteries probiotiques ingerees. 

Le complexe favorise le developpement intra-corpus de nouvelles bacteries des la 

phase stomacale, ameliore encore lors de la mise en contact avec les sucs biliaires et 

enzymatiques. Les denombrements de la flore contenue dans le liquide intestinal avant 

passage sur l'intestin permet de determiner l'apport du complexe dans la survie des 

15 probiotiques au contact de la bile et de sucs pancreatiques. Mieux que survivre, les 

probiotiques continuent et accentuent leur proliferation. 

Les resultats obtenus montrent que sans complexe, it persiste 78 750 

probiotiques Bifidobacterium longum au niveau du liquide intestinal. Avec le 

20 complexe contenant ces bacteries, on en denombre 101 250 000. Ceci represente 

un facteur de respectivement 46, >100 000 000, 600 par rapport aux produits 

commerciaux 	testes 	sans 	le 	complexe 	(respectivement 	Bion, 	Lactibiane, 

Arkoprobiotics). 

25 Au-dela de les maintenir en vie, le complexe beepollen/argile permet aux bacteries 

lactiques de se developper dans le liquide intestinal. 

Mieux encore : alors que la survie et la proliferation en milieu stomacal constitue 

une caracteristique essentielle et determinante, 	le phenomene de resistance et de 

proliferation intra-corpus s'accentue lors du contact avec la bile. On constate ainsi une 

30 augmentation d'un facteur 7,79 entre la fin de la phase stomacale et le debut de la 

phase intestinale. 

Ces resultats indiquent que non seulement, les bacteries sont protegees par le 

complexe, mais ce dernier assure en outre leur developpement. 

35 Comme illustre a la Figure 5, it ne reste en effet que 0,05% des probiotiques 

initiaux apres le passage gastrique et ('impact de la bile et des enzymes pancreatiques 
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s'ils ne sont pas protégés. Au contraire, soumis aux mernes conditions, les mernes 

probiotiques presentent un gain de 1 165,63 % s'ils sont inclus dans le complexe. 

Ces resultats montrent que le complexe beepollen/argile protege les bacteries lors 

de la digestion que ce soit vis-a-vis de l'acidite gastrique ou des sucs pancreatiques et 

5 biliaires et favorise leur developpement. 

3. Evaluation des probiotiques presents dans le liquide intestinal recueilli en 

fin d'ecoulement 

II est egalement important d'observer la charge contenue dans le liquide intestinal 

10 qui va poursuivre son trajet le long de l'intestin et du colon. 

Les resultats obtenus montrent que la biocharge contenue dans le liquide 

intestinal recueilli a la fin de recoulement est de 77 millions de ferments avec le 

complexe. Sans le complexe, it ne reste que 3,4 millions de bacteries dans le liquide 

15 intestinal, soit 22,65 fois moins. 

Le complexe permet d'avoir respectivement 23, 424 et 636 fois plus de 

bacteries que 	les 	produits commerciaux (Bion, 	Lactibiane et Arkoprobiotics 

respectivement). 

20 4. Evaluation de l'adhesion du complexe sur la muqueuse intestinale. 

Un autre point determinant de ('etude concerne ('adhesion du complexe et des 

bacteries sur la muqueuse intestinale. Pour avoir une action benefique sur la muqueuse, 

les probiotiques doivent y adherer. 

25 4.1. Evaluation macroscopique 

Des clichés ont ete pris avant et apres la phase intestinale de ('etude, c'est-a-dire 

avant et apres recoulement du 	liquide intestinal qui contient le complexe avec les 

Bifidobacterium longum. On remarque une difference tres significative entre la muqueuse 

avant et apres ecoulement. En effet, un tapis orange est visible sur toute la surface de 

30 l'intestin 	ayant ete en 	contact avec 	le 	liquide 	intestinal. 	Les photos montrent sans 

ambiguIte 	une 	presence jaune 	caracteristique 	de 	pollen, 	cette 	fois 	libere 	de 	son 

"manteau" d'argile. 

Ce constat visuel semble confirmer: 

- la presence du complexe sur la paroi intestinale malgre recoulement et ('effort 

35 mecanique associe, 

- la capacite du complexe a se separer in situ. 
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L'observation au microscope de l'intestin permet de visualiser avec precision la 

presence isolee d'argile et de pollen (entoure ou non de son « manteau ” d'argile). 

Un plus fort grossissement permet de visualiser dans le mucus des grains de 

pollen 	avec 	leur 	"manteau" 	d'argile, 	mais 	aussi 	et 	surtout 	des 	grains 	de 	pollen 

5 debarrasses de cette structure argileuse, faisant la demonstration de la capacite des 

grains de pollen a se liberer de leur gangue argileuse. Les grains non encore liberes a ce 

stade vont pouvoir le faire tout le long du parcours intestinal. 

Ces observations indiquent que les attaches entre le pollen et l'argile peuvent se 

rompre au niveau intestinal et liberer les ferments et le contenu du pollen. Comme 

10 certains grains de pollen sont encore recouverts d'argile, ils peuvent continuer leur trajet 

dans l'intestin et se dissocier progressivement le long du tube digestif. 

4.2. Evaluation microbiologique 

En raison de l'heterogeneite d'un intestin de porc, les donnees microbiologiques 

15 sont analysees avec la moyenne des denombrements des 3 segments rapportes a la 

surface de l'intestin etudie. 

A 	la 	fin 	de 	recoulement 	du 	liquide 	intestinal 	sur 	l'intestin 	(fin 	de 	la 

digestion), la biocharge contenue dans le mucus intestinal preleve par raclage de la 

20 muqueuse est de 582 650 UFC/g avec les bacteries lyophilisees (Bifidobacterium 

longum) contre 5 160 000 des lors que ces dernieres sont incluses dans le 

complexe. On retrouve donc 9 fois plus de bacteries au niveau de la muqueuse 

intestinale lorsque le complexe beepollen/argile est utilise comme vecteur. Le 

complexe permet d'avoir respectivement 69, 301 et 818 fois plus de bacteries au 

25 niveau de la muqueuse intestinale que les produits commerciaux (Lactibiane, Bion 

et Arkoprobiotics respectivement). 

Dans le liquide recolte apres passage sur l'intestin, le rapport entre les bacteries 

presentes dans le complexe et les bacteries sans complexe etait de plus de 22 fois. Cette 

30 difference entre ces deux rapports s'explique par le fait que la tres importante biocharge 

du liquide intestinal lors de ('utilisation du complexe comme support des probiotiques a 

sature en microferments la muqueuse intestinale. 

En outre, ceci permet aux bacteries contenues dans le liquide intestinal (et qui 

vont continuer a se multiplier par la suite du trajet intestinal) de coloniser les parties 

35 suivantes du tube digestif. 
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Le complexe beepollen/argile constitue donc un bon facteur favorisant ('adhesion 

des probiotiques a la muqueuse intestinale. 

4.3. 	Evaluation des empreintes 

5 La flore lactique presente une meilleure adherence lorsqu'elle est associee au 

complexe. On observe egalement une action peripherique sur la flore totale. Outre !Inter& 

du complexe pour Ia flore lactique, il semble agir sur Ia maitrise de Ia flore totale, cette 

derniere etant significativement moins importante en presence du complexe. 

10 Le developpement de Ia flore totale est totalement different sur les empreintes des 

segments d'intestins avec ou sans complexe. Les Bifidobacterium longum seuls generent 

des empreintes avec un developpement de Ia flore totale tres important (indenombrable 

sur l'empreinte). En revanche, avec le complexe associe avec les Bifidobacterium longum, 

tres peu de colonies (entre 10 et 20) se developpent. A ('oppose, on observe un important 

15 developpement de Ia flore lactique. Ceci signifie que Ia flore que Ion souhaite implanter 

(les probiotiques) vient bien en competition avec Ia flore totale au niveau de Ia muqueuse 

digestive ou elle s'implante au detriment de cette derniere : c'est precisement ce qui est 

souhaite lors d'utilisation de probiotiques. 

20 Les conclusions globales des resultats mentionnes aux paragraphes 2 a 4 de cette 

partie sont donc les suivantes : 

- le complexe permet une survie des probiotiques aux attaques des sucs biliaires et 

pancreatiques ; 

- mieux, it permet une tres importante multiplication de ces probiotiques, ceux-ci 

25 etant adaptes a ce milieu ; 

- le complexe permet une adhesion de ces probiotiques a Ia muqueuse intestinale ; 

- le pollen peut progressivement se detacher du complexe pour liberer les bacteries ; 

- Ia tres grande quantite de Ia flore apportee et sa grande viabilite lui permettent de 

s'implanter dans Ia flore locale. 

30 

5. Evaluation de la synergie des ingredients du complexe beepollen/argile 

Parmi les echantillons utilises dans cette etude, l'un comportait l'argile seule et un 

autre le pollen seul. II est donc possible de juger de !Inter& du complexe en comparant 

l'effet attendu en calculant avec une ponderation l'effet des constituants pris isolement et 

35 les resultats obtenus par ('etude : on constate l'effet synergique du complexe. 
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ESTOMAC CHYME MUQUEUSE LIQUIDE INTESTINAL 

% UFC/g % UFC/g % UFC/g % UFC/g 

Bifidobacterium 

longum (BL) 
0,00 % 0 0,08 % 78 750 11,29 % 582 650 4,00 % 3 080 000 

Argile 0,00 % 0 0,03 % 30 375 3,38 % 174 580 0,14 % 108 900 

Pollen 0,00 % 0 0,00 % 0 2,29 % 118 250 0,08 % 57 750 

Cornplexe +BL 

(total estime) 
0,00 % 0 0,11 % 109 125 16,97 % 875 480 4,22 % 3 246 650 

100 % 13 000 000 100 % 101 250 000 100 % 5 160 000 100 % 77 000 000 
Cornplexe +BL 

(resultats) 

Effet synergique 92 600 % x 927,8 + 489 % x 5,9 + 2 271 % x 23,7 
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On peut donc visualiser ainsi l'effet synergique a tous les stades du complexe : 

L'effet synergique du beepollen et de l'argile sur les gains de ferments dans 

l'estomac, chyme, muqueuse et liquide intestinal est illustre a la Figure 6. 

5 Le complexe permet d'augmenter le nombre de bacteries lactiques de 92 683 °A 

dans le chyme, de 489 % au niveau de la muqueuse intestinale et de 2271 % dans le 

liquide intestinal, par rapport aux valeurs estimees. 

Ces resultats ex-vivo obtenus sur des intestins de porc ont permis d'evaluer la 

resistance des probiotiques a l'acidite gastrique, puis a ('elevation du pH au cours du 

10 transit, a la mise en contact des sels biliaires et des sucs pancreatiques et leur survie aux 

differents fluides intestinaux ainsi que leur adherence a la paroi intestinale. 

L'apport benefique du complexe beepollen/argile a ete demontre sur toutes les 

phases de la digestion. 

15 CONCLUSIONS : 

Lors de la phase stomacale, lorsqu'il est conditionne en gelules gastro-resistantes, 

le complexe beepollen/argile permet aux ferments qui y sont associes d'être reactives. 

C'est un support de choix a la reactivation et a la proliferation de "nouvelles" bacteries 

lactiques. 

20 Lors de la phase intestinale, le complexe est dans un premier temps mis en 

contact avec la bile et les sucs pancreatiques sans que cela n'affecte la viabilite cellulaire 

puisqu'au contraire, la capacite de proliferation demeure et croft. 

Lors du transit intestinal, le complexe adhere facilement a la muqueuse. Les 

observations microscopiques montrent que les grains de pollen sont liberes de leur 

25 manteau d'argile, liberant in situ leur cytoplasme. Le denombrement des ferments sur la 

muqueuse intestinale permet d'affirmer que le complexe libere bien sa biocharge au 

niveau intestinal tant sur la paroi intestinale que dans le flux de la lumiere intestinale. 

Linter& majeur et differenciant du complexe consiste en ('action synergique de certaines 

caracteristiques intrinseques des composants comme l'effet adsorbant de l'argile. L'apport 

30 nutritif du pollen est ainsi complete par sa capacite a s'opposer a ('adsorption irreversible 

des bacteries au niveau de l'argile. Cette augmentation de probiotiques sur la surface de 

la muqueuse intestinale joue egalement un role sur la flore totale dont elle reduit le 

developpement. 

35 
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REVENDICATIONS 

1. Composition comprenant : 

5 - un ou plusieurs microorganismes a visee probiotique, 

ajoutes a 

- un complexe a base de beepollen et d'argile. 

2. Composition selon la revendication 1 telle que lesdits microorganismes sont 

10 	lyophilises. 

3. Composition selon la revendication 1 ou 2 telle que lesdits microorganismes 

sont choisis parmi les bacteries lactiques. 

15 4. Composition selon la revendication 1, 2 ou 3 telle que lesdits microorganismes 

sont choisis parmi les bacteries des genres Bifidobacterium spp et Lactobacillus spp. 

5. Composition 	selon 	l'une 	quelconque 	des 	revendications 	precedentes 

comprenant : 

20 - de 0,1% a 70% de microorganismes lyophilises ; et 

- de 30% a 99,9% dudit complexe, 

les pourcentages s'entendant en poids. 

6. Composition 	selon 	l'une 	quelconque 	des 	revendications 	precedentes 

25 	comprenant : 

- de 3% a 30% de microorganismes lyophilises ; et 

- de 70% a 97% dudit complexe 

les pourcentages s'entendant en poids. 

30 7. Composition selon l'une quelconque des revendication precedentes telle que le 

dit complexe comprend : 

- de 20 % a 40 % de beepollen et 

- de 60 % a 80 % d'argile. 

35 8. Composition 	selon 	l'une quelconque des 	revendications precedentes telle 

qu'elle se presente sous forme d'une poudre. 
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9. Composition 	selon 	l'une 	quelconque 	des 	revendications 	precedentes 	en 

formulation gastroresistante. 

10. Composition selon la revendication 9 formulee en gelules gastroresistantes. 

5 

11. Procede de 	preparation 	d'une composition 	selon 	l'une quelconque des 

revendications 1 a 10 comprenant : 

- le mélange de beepollen et d'argile ; et 

- l'ajout et le mélange de microorganismes. 

10 

12. Composition 	alimentaire, 	cosmetique, 	et/ou 	galenique 	comprenant 	une 

composition selon l'une quelconque des revendications 1 a 10. 

15 

13. Composition alimentaire selon la revendication 12 telle qu'il s'agit d'un aliment, 

un aliment fonctionnel, ou un complement alimentaire. 

14. Composition 	pharmaceutique 	comprenant 	une 	composition 	selon 	l'une 

quelconque des revendications 1 a 10. 

20 15. Utilisation d'un complexe a base de beepollen et d'argile pour ameliorer la 

biodisponibilite et/ou l'activite de microorganismes a visee probiotique. 

16. Composition pharmaceutique selon la revendication 14 pour son utilisation 

pour ameliorer la biodisponibilite et/ou l'activite de microorganismes a visee probiotique. 

25 


