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Résumé

Fractionner son alimentation consiste a augmenter la fréquence de ses prises alimentaires, sans modifier la
quantité totale d’énergie ingérée. Dans ce travail de thése, nous avons étudié les effets du fractionnement
alimentaire sur I'appétit et la balance énergétique chez des sujets de poids normal et obéses.

Le premier objectif était d’ordre méthodologique : nous avons proposé et validé un dispositif original d’étude
de l'appétit, basé sur la duplication du méme protocole dans deux lieux de recherche différents et sur
I'utilisation d’un restaurant expérimental, en reproduisant une situation écologique de repas. Ce dispositif
permet de répondre a deux enjeux méthodologiques. D'une part, il permet une approche intégrée de I'appétit,
grace a 'association de mesures subjectives (sensations de faim et de satiété), physiologiques (biomarqueurs
de I'appétit : ghréline et GLP-1) et comportementales (consommations, choix et rythmes alimentaires). D’autre
part, le caractere écologique de la situation de repas proposée assure une bonne validité externe des résultats.

Le second objectif était d’étudier, grace a cette méthodologie, les conséquences a court terme du
fractionnement alimentaire sur les sensations de faim, les hormones qui régulent I'appétit, le comportement au
cours du repas qui suit le fractionnement, ainsi que sur les orientations métaboliques. Chez des sujets de poids
normal, les approches subjectives, physiologiques et comportementales ont toutes montré une diminution de
I'appétit en réponse au fractionnement. En revanche, nous n’avons pas obtenu les mémes bénéfices
comportementaux chez les obeses, chez qui le fractionnement n’a pas induit de baisse des apports
énergétiques au cours du repas suivant. Sur le plan métabolique, nous avons montré les mémes effets dans les
deux populations, a savoir une insulinémie maintenue au-dessus de son niveau basal, entrainant une inhibition
prolongée de la lipolyse, elle-méme caractérisée par une baisse des concentrations plasmatiques en acides gras
non estérifiés. Le fractionnement a également entrainé une diminution de la dépense énergétique via la
thermogénése alimentaire.

Ce travail met en évidence les bénéfices possibles du fractionnement alimentaire chez les personnes de poids
normal pour mieux contrdler leur appétit. En revanche, cette stratégie ne semble pas adaptée pour des
personnes obeses. Les effets sur la dépense énergétique et les orientations métaboliques, potentiellement
négatifs, doivent étre étudiés sur de plus longues périodes.

Mots clés: fréquence des repas, contréle de l'appétit, satiété, prise alimentaire, comportement alimentaire,
balance énergétique, ghréline, métabolisme, obésité.

Abstract

This thesis project consists in studying the effects of eating smaller more frequent meals, with no change in
energy intake, on appetite and energy balance in normal weight and obese subjects.

The first objective was methodological: we proposed and validated an original methodology for studying
appetite, based on the duplication of the same protocol in two different research centers, and the use of an
experimental restaurant, reproducing an ecological meal situation. This methodology enables to answer two
methodological issues. Firstly, it allows an integrated approach of appetite, associating subjective (hunger and
satiety feelings), physiological (biomarkers of appetite: ghrelin and GLP-1) and behavioral (food intake,
choices and eating rhythms) measurements. Secondly, the ecological character of the eating situation we
proposed, ensure a good external validity of the results.

The second objective was to assess, thanks to this methodology, the short term consequences of eating smaller
more frequent meals on subjective appetite, on hormones that regulates appetite, on eating behaviors during
the subsequent meal, and on metabolic orientations. In normal weight subjects, subjective, physiological and
behavioral approaches showed a decrease in appetite after eating smaller more frequent meals, while in obese
subjects we did not obtain the same beneficial behaviors: obese subjects did not consume less energy during
the subsequent meal. Metabolic results showed the same effects in both normal weight and obese subjects:
insulin concentrations were maintained above their basal level, leading to an extended inhibition of lipolysis,
characterized by a decrease in plasmatic concentrations of non-esterified fatty acids. Eating smaller more
frequent meals also decreased energy expenditure via diet induced thermogenesis.

This work highlights the fact that eating smaller more frequent meals may be beneficial in normal weight
individuals in order to better control appetite, but it does not seem to be an adequate strategy in obese
individuals. The effects on energy expenditure and metabolic orientations, potentially negative, should be
studied over a longer period.

Keywords: eating frequency, appetite control, satiety, food intake, eating behavior, energy balance, ghrelin,
metabolism, obesity.
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Avant-propos

Le travail de thése présenté dans ce manuscrit a été réalisé dans le cadre d’une collaboration entre le
Centre de Recherche de I'Institut Paul Bocuse et le Centre de Recherche en Nutrition Humaine
Rhone-Alpes (CRNH), en lien avec le laboratoire CarMeN (Cardiovasculaire, Métabolisme,
Diabétologie et Nutrition); I'ensemble de ces structures étant regroupées au sein du Centre

Européen pour la Nutrition et la Santé (CENS) situé a Lyon.

A
INSTITUT

PAUL
BOCUSE

CarMeNuo" Cens

Ce projet a été réalisé entre septembre 2009 et ao(it 2012 grace aux soutiens financiers :

- de la Fondation Nestlé France ; nous avons en effet bénéficié de deux financements, en 2009
et 2011, dans le cadre des appels a soutien de projets de recherche de la Fondation Nestlé
France,

- des Thermes de Brides-les-Bains, par I'obtention du prix de projets de recherche 2011 des
Thermes de Brides-Les-Bains,

- des Hospices Civils de Lyon, par le financement des dosages biologiques réalisés au cours du

projet.

°‘GP\O° Thermes de g
Fondation d’entreprise Nestlé France Brldes |es BOInS

Mg bionspowe wlors wjeess la référence pour maigrir Hépitaux de Lyon

Au cours de ma these, j'ai par ailleurs été soutenu par la subvention CMIRA Explora’doc 2011 de la
Région Rhone-Alpes, Rhanexlnpgéc ce qui m’a permis d’effectuer un séjour d’'une durée
de trois mois a I'Université de Bristol (School of Experimental Psychology, Nutrition and Behaviour

Unit, University of Bristol, UK).
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Liste des abréviations

Abréviation Signification

%MG pourcentage de masse grasse

AFSSA Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des
Aliments (désormais ANSES)

AGNE acides gras non estérifiés

AgRP agouti related protein
Agence Nationale de Sécurité Sanitaire (ex-

ANSES AESSA) (

ASC aire sous la courbe

BFDG British Feeding and Drinking Group

CART coca'l'ne. and amphetamine regulated
transcript

CCK cholécystokinine

CNRS Centre National de la Recherche Scientifique

CR coefficient de répétabilité

CRNH CerAltre de Recherche en Nutrition Humaine
Rhone-Alpes

cv coefficient de variation

DEBQ Dutch eating behavior questionnaire

DER besoins journaliers recommandés

DIT thermogéneése alimentaire

ECM contenu énergétique du repas

ED densité énergétique

EDTA acide éthyléne diamine tétraacétique

EE dépense énergétique

ELISA enzyme linked immuno sorbent assay

EVA échelle visuelle analogique

GLP-1 glucagon like peptide - 1

HDL high density lipoprotein

HED haute densité énergétique

IAUC aire sous la courbe incrémentale

ICC coefficient de corrélation intraclasse

IMC indice de masse corporelle

IPB Institut Paul Bocuse

LDL low density lipoprotein

LED faible densité énergétique

MG matiére grasse

MSH melanocyte stimulating hormone

NPY neuropeptide Y

POMC pro-opio-mélanocortine

PPMR dépense énergétique post-prandiale
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Traduction anglaise
(si nécessaire)

non esterified fatty acid

area under the curve

coefficient of repeatability

coefficient of variation
daily energy requirement
diet induced thermogenesis
energy content of the meal
energy density

energy expenditure

visual analogue scale

high energy density

incremental area under the curve
intraclass correlation coefficient

body mass index

low energy density

post prandial metabolic rate

Abréviation
équivalente
(dans les articles
en Anglais)

NEFA

AUC

VAS

BMI



Liste des abréviations

PYY
QR
QRNP
RMR

SAFRAN

SD
SEM
TFEQ
TG
TH
T
UEM
VCO,
VO,

peptide YY

quotient respiratoire

quotient respiratoire non protéique
métabolisme de repos

SAtiété FRéquence des repas et Aspects
Nutritionnels

déviation standard

erreur standard a la moyenne
Three-factor eating questionnaire
triglycéride

tour de hanche

tour de taille

universal eating monitor

Volume de dioxyde de carbone (produit)
Volume d’oxygene (consommé)
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respiratory quotient
non protein respiratory quotient
resting metabolic rate

standard deviation
standard error of the mean

RQ
NPRQ
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Introduction générale

Les besoins en énergie de tout organisme vivant sont continus, alors que la prise alimentaire est un
processus discontinu. Le caractére périodique de la consommation d’aliments est depuis longtemps
considéré comme 'une de ses caractéristiques essentielles (Adolph, 1947). Chez le rat de laboratoire,
qui est un modeéle animal parmi les plus utilisés pour la recherche en biologie ou en sciences du
comportement, le nombre de prises alimentaires et leurs tailles sont prévisibles et servent la
régulation énergétique de I'animal (Le Magnen, 1992). La figure 1 met en évidence chez cet animal
de nombreuses prises alimentaires nocturnes et une faible consommation diurne qui constitue la
phase d’inactivité de I’'animal. L’alternance jour/nuit est primordiale pour permettre I'ajustement des

apports énergétiques par rapport aux dépenses (Bellisle, 2005).

30

20

10

Prise alimentaire (g)

Jour

0 12 24
Temps (h)

Figure 1 : Distribution circadienne de la prise alimentaire chez le rat de laboratoire (tiré de (Bellisle, 2005), d’apreés (Le
Magnen, 1992))

Chez I'Homme qui dispose de nourriture a volonté, la modalité commune de prises d’aliments est de
trois ou quatre repas par jour, a heures fixes et aucune consommation nocturne (Le Magnen, 1992).
Quelques études réalisées chez le nouveau-né suggérent que ce cycle s’établirait spontanément et
gu’a huit semaines, le nourrisson adopte un rythme de quatre repas diurnes (Hellbruegge et al.,
1964). Des adultes laissés libres de leur éclairement et de leurs activités pendant 3 a 10 semaines
d’isolement en laboratoire montrent un rythme veille-sommeil de 25 heures et une moyenne de 3,7
repas effectués pendant la période de veille (Bernstein et al., 1981).

Ces données sur les rythmes alimentaires, recueillies en laboratoire, ont été observées en situations
expérimentales parfaitement controlées. En situation de vie réelle, de nombreux parametres vont
moduler le nombre de prises alimentaires quotidiennes de I'étre humain. Ainsi, méme si la génétique
et d’autres facteurs individuels comme I’age, jouent un réle dans le nombre des repas pris par jour
(de Castro, 1999b), une grande partie des différences observées entre individus est déterminée par la
culture (Chiva, 1997), le contexte social (de Castro, 1997), ou encore des parametres économiques
(Rowland, 2011). Une approche historique montre également des évolutions dans la structure des

rythmes alimentaires de génération en génération (Flandrin, 1993; Lehmann, 2002).
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Depuis quelques dizaines d’années, de nombreux travaux de recherche, dans les domaines de la
sociologie (Fischler, 1979; Poulain, 2002b; Warde et al., 2007) et de I'épidémiologie (Summerbell et
al., 1995; Zizza et al., 2001; Bellisle et al., 2003; Matthys et al., 2003; Ovaskainen et al., 2006)
mettent en avant une déstructuration de la fagon de s’alimenter, que ce soit en Amérique du Nord
ou en Europe. On observe en particulier une modification des rythmes alimentaires avec le passage
de trois repas quotidiens structurés a un nombre plus important de prises alimentaires, non
structurées. D’autres études cependant vont a I'encontre de cette these de la dispersion accrue des
repas (Grignon, 1993; de Saint Pol, 2005). Le travail réalisé par de Saint Pol (2005) démontre en
France une persistance du schéma a trois repas par jour sans mettre en avant d’augmentation du
nombre des prises alimentaires quotidiennes. Mais, ce type d’études s’appuyant sur des données
déclaratives de consommation est soumis a des biais méthodologiques importants, en particulier les
individus interrogés ont tendance a se rapprocher dans leurs déclarations de la norme de trois repas
par jour, méme s’ils en ont effectué plus (Fischler, 1990; de Saint Pol, 2005), ce qui explique que ces
mutations alimentaires peuvent échapper aux enquétes utilisant uniquement des méthodes
déclaratives (Poulain, 2002a). Une étude réalisée aux Etats-Unis par Popkin et al. (2010) a partir
d’enquétes représentatives de la population entre 1977 et 2006 montre bien I'augmentation du
nombre de prises alimentaires quotidiennes sur cette période, a la fois chez les enfants et chez les

adultes (cf. Fig. 2).

A Children, 2-18 years B Adults. = 19 years

30 —-1977-78 —4-1994-98 - 2003-2006

25
20

15
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0 2 4 6 8 10 12 0o 2 4 6 8 10 12
Number of meals plus snacks (2-day average)

[&)]

Figure 2 : Fréquence moyenne quotidienne des prises alimentaires chez les enfants (A) et adultes (B) aux Etats-Unis entre
1977-78 et 2003-06 (tiré de (Popkin et al., 2010))
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Plusieurs termes sont utilisés dans la littérature pour nommer ces « nouvelles » prises alimentaires
en dehors des trois repas principaux. On parle ainsi de grignotage en Frangais (Louis-Sylvestre, 2000),
de ‘grazing’ ou de ‘nibbling’ en Anglais (Southgate, 1990), mais c’est le terme de ‘snacking’ qui
revient le plus souvent dans les deux langues. Cependant, il n’existe aucune définition consensuelle
de ce que constitue un repas, un grignotage ou un snack, ce qui rend particulierement difficile I'étude
de I'évolution ou de l'impact du snacking dans l'alimentation et la comparaison entre études
(Johnson et al., 2010; Gregori et al., 2011). Dans ce manuscrit, dans un souci de précision et
d’homogénéité, nous n‘'emploierons pas les termes de snacking et de grignotage ; nous utiliserons
I’expression ‘fréguence des prises alimentaires’, une prise alimentaire étant considérée comme une

ingestion de calories solides ou liquides.

L’augmentation rapide et mondiale de la prévalence d’obésité (Low et al., 2009), qui est définie par
I’Organisation Mondiale de la Santé comme « une accumulation de masse grasse ayant des
conséquences néfastes pour la santé », et qui est le plus souvent « mesurée » chez I'adulte au moyen
de l'indice de masse corporelle (IMC = poids (kg)/taille? (m), (cf. tableau 1), a conduit de trés
nombreux chercheurs a étudier les liens entre I'alimentation et la santé. L'effet délétere d’un régime
riche en lipides (Warwick et al., 1992; Lissner et al., 1995; Seidell, 1998) ou en glucides a absorption
rapide (Ludwig et al., 1999) est aujourd’hui bien démontré. La fréquence des prises alimentaires
quotidiennes, en mutation depuis quelques dizaines d’années, serait, elle aussi, suspectée d’avoir
un role sur le poids corporel, mais la littérature est trés contradictoire au regard de cette question.
Certaines études incriminent 'augmentation de la fréquence des prises alimentaires dans la prise de
poids (Basdevant et al., 1993), quand d’autres ne trouvent pas de relation (Edelstein et al., 1992;
Summerbell et al., 1996), ou une relation inverse entre fréquence des repas et poids corporel

(Drummond et al., 1998).

Tableau 1 : Classification internationale de la maigreur, du poids normal, du surpoids et de I'obésité selon I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), par le biais de I'indice de masse corporelle (IMC) exprimé en kg/m?2.

Classification IMC
Maigreur < 18,5
Normal 18,5 - 24,9
Surpoids 25,0 - 29,9
Obésité modérée 30,0 - 34,9
QObésijté sévere 35,0 - 39,9
Obésité massive = 40,0
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L'augmentation de la fréquence des prises alimentaires est d’une part susceptible d’avoir des
conséquences sur I'organisme via la quantité totale d’énergie ingérée, qui peut étre modifiée par des
choix d’aliments particuliers. En effet, ces choix alimentaires, en dehors des périodes de repas, sont
souvent tournés vers des aliments de haute densité énergétique favorisant une consommation
excessive d’énergie (Bellisle, 1995). D’autre part, indépendamment de I'énergie ingérée, le fait de
manger plus souvent dans la journée (comparativement a un schéma alimentaire a trois repas par
jours : en début de matinée, a midi et en fin de journée) induit une perturbation de la période de
jeine normalement observée entre les repas (je(ine inter-prandial). L'étude des conséquences de
cette perturbation, voire de la perte du jeQine inter-prandial, se fait le plus souvent en demandant a
des individus de consommer une ration alimentaire selon deux modalités temporelles différentes.
Par exemple, Jenkins et al. (1989) ont proposé a des sujets de consommer la méme ration
alimentaire, soit en 3 repas, soit en 17 petites prises dans la journée. On dit que ces deux conditions
expérimentales sont isocaloriques, c’est-a-dire que la méme quantité de calories est apportée dans
les deux conditions. Dans ce manuscrit, nous appellerons fractionnement alimentaire ou

fractionnement, cette augmentation isocalorique de la fréquence des prises alimentaires sur une

période déterminée.

Le fractionnement alimentaire est suspecté d’avoir des effets sur la physiologie de I’organisme et
en particulier sur la balance énergétique (équilibre entre les apports et les dépenses d’énergie).
Certaines études ont mis en évidence des effets du fractionnement sur la sensation de faim, sur la
consommation alimentaire au cours du repas qui suit la période de fractionnement (Speechly et al.,
1999b; 1999a) ou encore sur les concentrations en hormones ayant un réle dans la régulation de
I'appétit (Leidy et al., 2010b; Lemmens et al., 2011). D’autres ont montré que le fractionnement
pouvait affecter les concentrations plasmatiques de glucose, d’insuline (Jenkins et al., 1989; 1995),
I'utilisation des substrats énergétiques (Danone Vitapole, 2004) ou la dépense énergétique (Tai et al.,
1991). Aussi, appétit et métabolisme (terme utilisé dans ce manuscrit sous son utilisation courante
pour désigner la dégradation des aliments et leur transformation en énergie) sont susceptibles d’étre
modifiés par le fractionnement alimentaire. Certains des résultats de ces études vont dans le sens
d’un effet bénéfique du fractionnement alimentaire sur le contréle de I'appétit et les paramétres
métaboliques, mais des résultats contradictoires et le peu d’études sur la question ne permettent
pas a la communauté scientifique de conclure quant a l'effet bénéfique ou délétéere du
fractionnement alimentaire sur la balance d’énergie (Bellisle et al., 1997; Danone Vitapole, 2004; La
Bounty et al., 2011; McCrory et al., 2011).

Malgré le manque de preuves scientifiques, les médias, des guides pratiques (American Dietetic

Association, 2012) ainsi que de trés nombreux sites Internet conseillent de modifier sa fréquence
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quotidienne de prises alimentaires dans une optique de perte de poids (Palmer et al., 2009). Le
fractionnement alimentaire est ainsi conseillé pour « mieux contrdler son appétit », « mieux briler
ses graisses » et globalement « perdre du poids » (Palmer et al., 2011). A titre d’exemple, afin de
comprendre l'importance de cette question auprés du grand public, une recherche Google sur
Internet (mai 2012) avec les expressions exactes suivantes : "petits repas fréquents" AND "perte de
poids" donne environ 11 800 résultats, alors que la recherche en Anglais pour "eating smaller more
frequent meals" AND "weight loss" donne 47 700 réponses. La figure 3 est une simple illustration par
guelques exemples, des messages qui sont diffusés au grand public via Internet concernant les effets
potentiels du fractionnement alimentaire.

Ces messages peuvent étre contradictoires, certains sites proposant a l'inverse de fractionner ses
prises alimentaires dans I'objectif de prendre du poids.

Cette derniére hypothése a été émise par quelques chercheurs (Layne, 1990; Taylor et al., 2006;
Dunne et al., 2007) dans une population spécifique de personnes dgées souffrant de dénutrition.

Mais peu d’études ont testé cette hypothése et elles n‘ont pas permis d’aboutir a des résultats

concluants (Taylor et al., 2006).
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Figure 3 : Quelques exemples des effets potentiels du fractionnement alimentaire diffusés via Internet.
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A la vue des modifications observées dans les comportements alimentaires, de 'augmentation de
'obésité, des résultats contradictoires de la littérature sur l'effet de la fréquence des prises
alimentaires et de I'intérét pour le grand public de mieux gérer son poids, en particulier par un
meilleur contréle de I'appétit, de nombreux auteurs (Bellisle et al., 1997; Mattson, 2005; Palmer et
al., 2009; Leidy et al., 2011; McCrory et al., 2011) ont mis en avant le besoin de travaux de recherche

sur I’étude des liens entre la fréquence des prises alimentaires et la santé.

Le travail de thése, présenté dans ce document, s’inscrit dans cet objectif de mieux comprendre les
effets de 'augmentation de la fréquence des prises alimentaires sur la santé humaine. Nous avons

plus spécifiquement dans ce projet focalisé notre attention sur I’effet du fractionnement

alimentaire sur I’appétit et plus globalement sur la balance énergétique ; I'effet sur le métabolisme

ayant également été considéré.

Ce manuscrit débute par une synthése bibliographique et la formulation de la problématique (PARTIE
A). Dans le chapitre 1, nous présenterons I'état des connaissances scientifiques sur I'appétit et les
différents concepts qui lui sont associés : la faim, la satiété, le rassasiement. Plus précisément, aprés
la définition de ces concepts, nous expliciterons comment I'appétit est physiologiquement régulé,
qguels sont les paramétres qui peuvent influer sur cette régulation et quelles sont les implications
méthodologiques qui en découlent. Dans le chapitre 2, nous dresserons un état de I'art sur les liens
entre la fréquence des prises alimentaires et I'appétit et plus globalement I'équilibre de la balance

énergétique. Nous préciserons nos objectifs de recherche dans le chapitre 3.

Dans la PARTIE B, nous présenterons et justifierons la méthodologie originale développée au cours
de ce projet nous permettant de considérer a la fois des données physiologiques nécessaires a la
compréhension des mécanismes de régulation de I'appétit et du métabolisme, et des données
d’ordre comportemental observées en contexte écologique (c’est-a-dire ressemblant a une situation
de vie réelle (Le Gall et al., 2001)), utiles pour la bonne compréhension du concept trés complexe
gu’est 'appétit (chapitre 4). Cette phase méthodologique a nécessité la validation d’un nouvel outil
et de procédures d’analyse originales pour étudier I'appétit, qui sera présentée dans le chapitre 5. Le
chapitre 6 présentera comment nous avons intégré cet outil dans un protocole d’étude des effets du
fractionnement alimentaire: le projet SAFRAN (SAtiété, FRéquence des repas et Aspects

Nutritionnels).
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La PARTIE C est dédiée a la présentation des résultats des deux autres phases expérimentales de ce
projet, a savoir I'’étude des conséquences du fractionnement alimentaire sur la balance énergétique,
via 'appétit et le métabolisme, chez des sujets normo-pondéraux dans un premier temps (chapitre
7), puis chez des sujets obéses, présentant potentiellement une dérégulation physiologique et/ou

comportementale de I'appétit et des dysfonctionnements métaboliques (chapitre 8).
Dans la PARTIE D, nous synthétiserons et critiquerons les apports de ce travail d’'un point de vue

méthodologique pour I'étude de I'appétit (chapitre 9), ainsi que dans la compréhension des effets de

la modification de la fréquence des prises alimentaires sur la santé humaine (chapitre 10).
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PARTIE A - Synthese bibliographique et
problématique

Chapitre 1: L’appétit, comment le définir ? Comment est-il régulé et
modulé ?
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PARTIE A - Synthese bibliographique et problématique

L’objectif de ce premier chapitre bibliographique est de faire un point sur I'état des connaissances
concernant |'appétit. Nous allons apporter des éléments pour répondre aux questions suivantes :
Comment pouvons-nous définir 'appétit et les concepts qui lui sont associés : la faim, la satiété, le
rassasiement ? Pourquoi est-on intéressé par |'étude de I'appétit ? Comment I'appétit est-il régulé
physiologiquement et comment cette régulation est-elle modulée par de nombreux parametres ?

Quelles sont les implications méthodologiques qui en découlent ?

1.1 Appétit, faim, satiété, rassasiement : évolution et définition des
concepts

Le terme appétit est issu du latin apetitus signifiant désir. Gallouin et Le Magnen (1987), dans un
article qui retrace I’évolution historique des concepts de faim, satiété et appétit, mettent en avant
qgue ce sens étymologique de désir se retrouve dans la plupart des définitions courantes du terme
appétit. En 1974, le dictionnaire du CNRS (1974) définit I'appétit par le désir de manger. Treize ans
plus tard, Gallouin et Le Magnen (1987) proposent une définition scientifique de I'appétit qui est
« I'attirance et la stimulation a manger que suscitent les aliments en général, ou, a des degrés divers,
des aliments particuliers, dans I’état de faim. Des aliments sont, par leurs caractéristiques sensorielles
propres, des stimuli conditionnés des appétits ». Dans une revue de littérature récente, Blundell et al.
(2010) mettent en avant le fait que le terme appétit a aujourd’hui deux définitions en circulation
dans la communauté scientifique. L'une réfere spécifiguement aux aspects qualitatifs de I'acte de
manger, aux aspects sensoriels ou a la sensibilité aux stimulations environnementales et se
rapproche donc de la définition précédente, reprise par Bellisle (2005) : « désir de manger un aliment
particulier, ou les aliments particuliers proposés au repas ». La seconde définition selon Blundell et al.
(2010) couvre tout le champ de la prise alimentaire, la sélection d’aliments, la motivation a manger
et les préférences alimentaires. Dans ce manuscrit, nous emploierons le terme appétit dans le sens
de cette derniere définition, a savoir un terme global qui regroupe I'ensemble des concepts cités ci-

dessus.

Alors que la définition du terme faim (du latin fames) était a la fin du XIV"™ siécle limitée a la
perception sensorielle : « la faim est une sensation que fait éprouver le besoin ou I’envie de manger »

éme

(Littré, 1876), elle s’est affinée au cours du XX°™ siecle en incluant, au fur et a mesure des travaux
expérimentaux chez I'animal de laboratoire et chez I’lhumain, des notions de physiologie. Gallouin et
Le Magnen (1987) proposent la définition scientifique suivante: «la faim est un état d’éveil

spécifique ou de « motivation » du systéme nerveux central, provoqué par des signaux internes
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résultant du déficit énergétique de I'organisme requérant I'apport d’aliments, et/ou par des
stimulations sensorielles externes issues des aliments. Cet état est associé a une perception identifiée
chez ’'Homme, dite de sensation de faim. Il conduit I’'animal, comme I’Homme, a rechercher, accepter
et ingérer des matériaux qu’il connait étre des aliments ». Des définitions plus récentes (Bellisle,
2005; Blundell et al., 2010), mettent en avant que « ce besoin physiologique s’accompagne en aigu
de sensations désagréables impliquant surtout I'aire gastrique » (Bellisle, 2005). Dans une des rares
études qualitatives s’intéressant a cette question (Murray et al., 2009), la faim est associée, d'un
point de vue des « mangeurs », a la fois a un état physique (sensation de vide, maux d’estomac,
« bruits » d’estomac) et a état mental (difficulté a se concentrer sur une tache, envie de manger,

pensées dirigées vers la nourriture, désir de macher quelque chose) particuliers.

Le terme satiété (en Anglais : satiety) vient du latin satis signifiant ‘assez’. Le terme est utilisé dans un
sens général pour désigner la satisfaction, et par conséquent la disparition d’un besoin par un acte
consommatoire (Gallouin et al., 1987). Dans le contexte alimentaire, la satiété désigne I'absence de
faim, I'absence de désir de manger qui suit un repas (Le Magnen, 1992). La satiété est également
définie par Bellisle (2005) comme un état psychophysiologique complexe qui évolue aprées un repas
selon la « cascade de la satiété » proposée originellement par Blundell et al. (1987) (cf. Fig. 4). La
satiété est associée a un état de plénitude (en Anglais fullness), décrit d’un point de vue qualitatif
(Murray et al., 2009), comme la sensation d’avoir de la nourriture dans I'estomac, d’avoir I'estomac
tendu, associée a un état de confort, de satisfaction, de contentement, ainsi qu’a une capacité a se

concentrer sur des taches.

Alors que la satiété concerne les événements qui se produisent depuis la fin d’un repas, jusqu’au
début du suivant, le rassasiement (en Anglais : satiation), qui est une notion proposée par le Magnen
(1971), concerne le développement, en cours de repas, d’une inhibition progressive de I'appétit par
la consommation d’aliments (Bellisle, 2005). Il s’agit donc du processus qui aboutit a la fin de la prise
alimentaire au cours d’un repas (Blundell et al., 2010). On parle parfois en Anglais de « intra-meal
satiety ».

Le rassasiement sensoriel spécifique correspond a une diminution de I'appréciation d’un aliment dés
le début de son ingestion par voie orale, par rapport aux aliments qui n’ont pas été consommés. Ce
phénoméne a été mis en évidence par Rolls et al. (1981b) ; il est spécifique de la saveur consommée.

Il ne s’exerce qu’a I’égard de ce seul aliment ou des aliments de saveur trés voisine.
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Figure 4 : La cascade de la satiété, proposée par Blundell et al. (1987).

La cascade de la satiété (cf. Fig. 4) met en avant la différence temporelle existant entre rassasiement
(au cours du repas) et satiété (entre les repas). La figure 4 indique que le rassasiement et la satiété
sont influencés dans un premier temps par des facteurs sensoriels, tels que le go(t, la texture ou
I'odeur des aliments, ainsi que des facteurs cognitifs, comprenant les attentes liées aux aliments
consommeés ou toute association liée a une expérience précédente avec ces aliments. Une fois que
les aliments atteignent I'estomac, des facteurs post-ingestifs vont venir influer sur la satiété, puis
apres que les nutriments (glucides, lipides, protéines) aient été absorbés, des facteurs post-absorptifs

vont intervenir dans cette cascade de la satiété (Blundell et al., 1987).

Nous allons dans la suite de ce manuscrit (paragraphe 1.3) présenter de quelle maniére I'organisme
va répondre a ces différents signaux, en d’autres termes, comment se fait la régulation physiologique
de I'appétit et de la prise alimentaire. Mais avant de clore ce paragraphe qui avait pour objectif de
présenter et définir les concepts, il nous semble nécessaire de préciser que, derriere I'apparente
simplicité qui pourrait se dégager des définitions que nous venons de fournir, se cache une réelle
complexité. Par exemple, on pourrait croire a la vue de ces définitions que faim et satiété sont de
simples opposés. Or, dans sa grande complexité, I’étre humain peut décrire de facon concomitante
une sensation de faim (mental) et un sentiment de plénitude (physique) (Murray et al., 2009). Ce
chevauchement de différents concepts apparemment opposés rend |'étude du comportement
alimentaire humain extrémement difficile, car il n’est pas rare d’observer des personnes qui mangent
sans avoir faim ou d’autres qui ne mangent pas alors qu’elles ont faim et que de la nourriture est
disponible (Mattes et al., 2005). Nous présenterons dans la suite de ce chapitre les facteurs

susceptibles de venir moduler, voire prendre le dessus sur la régulation physiologique de I'appétit
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(paragraphe 1.4), puis les implications méthodologiques de cette complexité (paragraphe 1.5). Avant
cela, nous allons présenter les raisons pour lesquelles I'appétit est aujourd’hui le centre d’intérét de
nombreux chercheurs globalement impliqués dans I’étude de la gestion du poids, du surpoids ou de

I'obésité.

1.2 Pourquoi s’intéresse-t-on a I'appétit ? Son role dans la balance
énergétique

C'est principalement I'augmentation des prévalences de surpoids et d’obésité a travers le monde qui
explique l'intérét croissant pour les études sur I'appétit, plus principalement sur la compréhension
des processus de rassasiement et de satiété.

Le surpoids et I'obésité sont la conséquence d’un déséquilibre de la balance énergétique, c’est-a-dire
un déséquilibre entre les dépenses et les apports d’énergie (Mokdad et al., 2003). L’équilibre de la
balance énergétique dépend donc a la fois des entrées dans I'organisme (c’est-a-dire des apports
énergétiques), et des sorties (la dépense énergétique totale). Lorsque cette balance est a I'équilibre,
le poids est stable. L’homéostasie énergétique est cet état d’équilibre dynamique entre les dépenses
et les apports d’énergie, permettant la stabilité du milieu interne de I'organisme (Campbell, 1995).
Lorsque la balance énergétique est positive, liée a un exces d’apport comparativement aux dépenses,
I’énergie excédentaire est stockée et la masse corporelle augmente.

Avant de présenter I'importance d’étudier I'appétit, de par son réle dans les apports énergétiques, il
est nécessaire dans un premier temps de présenter les différentes composantes de la dépense

énergétique.

1.2.1 Ladépense énergétique : ses différentes composantes

La dépense énergétique totale est I'énergie totale, exprimée en Joules, dépensée en 24 heures par
un individu. La figure 5 présente les trois composantes parfaitement définies de la dépense
énergétique totale : le métabolisme de base, la dépense énergétique liée a I'alimentation et enfin,
celle liée a I'activité physique (Laville et al., 2001).

Le métabolisme de repos (ou de base) constitue la part la plus importante de la dépense
énergétique. Il représente entre 60 et 75 % de I'énergie totale dépensée par jour. Il s’agit de la
consommation d’énergie nécessaire pour assurer les fonctions vitales de I'organisme. On le mesure

chez un individu a jeun, couché, éveillé et en thermoneutralité (Laville, 2006).
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La dépense énergétique liée a l'alimentation, appelée également thermogénése alimentaire ou
thermogénese induite par I'alimentation (nous utiliserons dans ce manuscrit I'abréviation du terme
anglais « diet induced thermogenesis » : DIT). Elle n’est observée qu’aprés une prise alimentaire et
représente |'énergie dépensée par les processus de digestion, de transport et de stockage des
nutriments. Cette thermogénese alimentaire difféere en fonction de la quantité et la qualité des

aliments ingérés. Elle représente en moyenne 10 % de la dépense énergétique totale.

Apport d’Energie Dépense d’Energie

§i - Métabolisme de base (60-75 %)
- Prises alimentaires(100 %) PO 3
: § 1% % - Thermogéneése Induite par

e w ralimentation(10%)

Taille des prises  Nombre de prises POidS corporel

alimentaires alimentaires

f !

Rassasiement Satiete

- Activité Physique(15 — 30 %)

Figure 5 : Les différentes composantes de la balance énergétique. En orange, apparaissent les parts de la balance
énergétique qui sont directement modulables par une modification du comportement.

La dépense énergétique liée a l'activité physique est la derniere composante de la dépense
énergétique. Elle représente en moyenne entre 15 et 30 % de la dépense énergétique totale. C'est la
part de la dépense énergétique que I'on peut modifier, par des changements du comportement.
Pour un méme individu, un comportement actif peut facilement entrainer un doublement de cette
part de la dépense énergétique, comparativement a un comportement sédentaire. Ceci explique que
les campagnes de lutte contre la prise de poids et I'obésité promeuvent le développement des
activités physiques structurées (de type sport) et spontanées (monter les escaliers, marcher,...)

(Castetbon et al., 2009).

1.2.2 Les apports énergétiques : roles de la satiété et du rassasiement

Les apports énergétiques représentent tous les apports caloriques (aliments et boissons) ingérés au

cours d’une journée. Les besoins énergétiques sont différents entre les individus et dépendent
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principalement du sexe, de I'age et de I'activité physique pratiquée. En moyenne, un homme adulte
nécessite un apport alimentaire moyen de 2700 kcal afin de couvrir ses besoins journaliers ; une
femme adulte nécessite en moyenne seulement 2000 kcal. Alors que 15 a 30 % de la dépense
énergétique totale d’un individu dépendent de son comportement, 100 % des apports énergétiques
sont directement liés a I'ingestion alimentaire, donc a un processus comportemental. Dans une
optique de santé publique, I'autre moyen de lutter contre la prise de poids et I'obésité, en plus de
promouvoir l'activité physique, sera de promouvoir des comportements alimentaires visant a
contrdler ou diminuer les apports d’énergie.

Dans cette optique, il est fondamental d’étudier les comportements alimentaires et en particulier de
mieux comprendre les mécanismes qui conduisent les individus a commencer a manger et a s’arréter
de manger. Le processus de rassasiement qui conduit a la fin d’un acte alimentaire est important
dans le contréle de la quantité consommée a chaque prise alimentaire. La durée de la satiété va,
quant a elle, étre importante pour la durée de l'intervalle entre deux prises alimentaires, et va donc
influencer le nombre de prises alimentaires quotidiennes.

L’énergie totale ingérée est fonction a la fois du nombre de prises alimentaires par jour et de leurs
tailles. Aussi, a la fois le rassasiement et la satiété vont jouer un role dans I'énergie totale ingérée.

La compréhension de comment est régulé et modulé I'appétit est donc fondamentale dans une
optique de lutte contre la prise de poids, ce qui explique le fort intérét pour cette thématique chez

les chercheurs impliqués dans la santé publique en lien avec I'alimentation.

1.3 Comment I'appétit est-il physiologiquement régulé ?

Des travaux expérimentaux anciens étudiant les mécanismes de rassasiement et de satiété chez
I'animal ont permis d’observer les effets de l'altération de certaines zones du cerveau sur le
comportement alimentaire. De cette fagon, ces zones, en particulier au niveau de I’'hypothalamus ont
été identifiées comme étant importantes dans le contréle de I'appétit (Morgane et al., 1969). Depuis,
la facon dont l'organisme communique au cerveau la quantité d’aliments ingérés et celle de
nutriments circulants ou stockés, ainsi que I'intégration de ces signaux au niveau du cerveau ont été
étudiés et sont aujourd’hui mieux compris. Avant de rentrer dans le détail des différentes voies
impliquées, la figure 6 nous en donne une représentation schématique : quand de la nourriture est
consommeée, plusieurs signaux mécaniques comme la distension gastrique, ou hormonaux provenant
de I'estomac ou des intestins, sont communiqués au cerveau via la voie nerveuse ou humorale. Ces

signaux sont intégrés au niveau du cerveau pour réguler la prise alimentaire.
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Figure 6 : Représentation schématique des voies impliquées dans la régulation physiologique de I’appétit (adapté de
Benelam (2009)).

Dans le cadre de la régulation de I'appétit, le cerveau recoit un ensemble de signaux interagissant
entre eux que I'on peut séparer en deux catégories (Daddoun et al., 2004) :

- Les signaux de régulation a court terme qui sont directement liés a la prise alimentaire. Ils
incluent des informations nerveuses et humorales élaborées pendant la prise alimentaire, la
digestion et la métabolisation des nutriments. Ces signaux interviennent sur le volume et la
durée de la prise alimentaire qui les génére, ainsi que sur la durée de la période de satiété
qui fait suite a cette prise alimentaire.

- Les signaux de régulation a long terme qui sont générés proportionnellement a la masse
adipeuse des individus. lls sont de nature principalement hormonale et leur action est
retardée par rapport a la prise alimentaire. lls agissent a la fois en modulant I'impact des
sighaux a court terme, ainsi qu’en exercant des effets directs sur les voies contrélant

I’équilibre énergétique au niveau du cerveau.
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1.3.1 La distension gastrique : un premier phénomeéne mécanique qui régule le
rassasiement

Lorsque des aliments arrivent dans I'estomac, on observe une stimulation des mécanorécepteurs de
la paroi gastrique et le nerf vague (appelé aussi nerf pneumogastrique) communique au cerveau une
augmentation du volume gastrique (Ritter, 2004). Rolls et Roe (2002) ont démontré chez des femmes
normo-pondérales et des femmes obéses que I'augmentation du volume gastrique, sans
modification du contenu énergétique de I'estomac induit une diminution de la sensation de faim et
de la prise alimentaire. Une étude récente suggere que ce signal serait inopérant chez les sujets
obeses (Tomasi et al., 2009). La distension gastrique a été proposée comme biomarqueur potentiel
du rassasiement (de Graaf et al., 2004) mais, méme s’il existe des méthodes de mesure indirectes de
la distension gastrique, celles-ci sont relativement lourdes a mettre en place et le besoin de
développer des méthodes directes de mesure a été mis en avant afin de pouvoir utiliser ce

biomarqueur dans les recherches sur la régulation de I'appétit (de Graaf et al., 2004).

1.3.2 Role des hormones et peptides entéro-digestifs dans I'inhibition a court terme de
la prise alimentaire

L'effet de la distension gastrique est toutefois transitoire et la terminaison effective du repas ainsi
qgue la régulation de la satiété impliquent une cascade de libérations d’hormones et de peptides
entéro-digestifs (sécrétés tout au long du tube digestif). Aussi, I'arrivée du bol alimentaire dans

I'intestin entraine la sécrétion d’hormones ou de peptides qui inhibent la prise alimentaire.

1.3.2.1 La cholécystokinine

La cholécystokinine (CCK) est un peptide sécrété dans le sang par des cellules du duodénum (début
de l'intestin). La CCK est rapidement libérée dans la circulation sanguine en réponse a la présence de
nutriments dans l'intestin, en particulier en présence de protéines et de lipides (Wren et al., 2007).
La présence d’acides gras a longues chaine entraine une libération plus importante de CCK,
comparativement a des acides gras a chaine courte (Matzinger et al., 2000). Au-dela de ses fonctions
digestives (par exemple : stimulation de la sécrétion d’enzymes par le pancréas et de la production
de bile), la CCK aurait un réle dans la mise en place du rassasiement. Plusieurs études, dont la
premiere a été réalisée par Kissileff et al. (1981), ont montré que I'administration de CCK exogene
entraine une diminution de la prise alimentaire. Deux études ont mis en évidence un effet-dose : en

fonction de la dose de CCK administrée, ces études ont montré une diminution de la prise
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alimentaire comprise entre 0 % (Maclntosh et al., 2001) et 63 % (Schick et al., 1991) par rapport a
une situation témoin. L'effet endogene de la CCK sur 'appétit a également été mis en évidence,
méme si cet effet n’est pas clair dans toutes les études (de Graaf et al., 2004). Beglinger et al. (2001)
ont montré que l'injection d’'un antagoniste de la CCK entraine une augmentation de la prise
alimentaire, ce qui va dans le sens d’un effet de la CCK endogéne sur I'appétit. Par ailleurs, il a été
démontré que I'effet satiétogene de la CCK est observé uniquement en présence d’une distension
gastrique. Aussi, le mécanisme par lequel la CCK agit sur I'appétit serait en retardant la vidange de
I’estomac (Melton et al., 1992).

L'effet de la CCK sur I'appétit est bloqué apres une vagotomie (section du nerf vague), ce qui suggere
gue le signal satiétogéne de la CCK est relayé, via le nerf vague, jusqu’au systéme nerveux central
(Murphy et al., 2004).

L’ensemble de ces résultats font de la CCK un potentiel biomarqueur du rassasiement, méme si le
dosage de sa concentration sanguine demeure une difficulté technique (de Graaf et al., 2004). En
effet, la nécessité de développer des méthodes de dosage plus sensibles et spécifiques a déja été

mise en avant dans la littérature (Liddle, 1998).

1.3.2.2 Le peptide YY

Le peptide YY (PYY) est un peptide secrété pendant la période post-prandiale (aprés un repas) par les
cellules endocrines tapissant l'intestin gréle et le colon. La concentration plasmatique en PYY33
(forme biologiquement active du PYY) est corrélée a la quantité de calories ingérées et se maintient
élevée plusieurs heures apres la fin du repas (Luquet et al., 2009). En plus des nutriments, il a été
démontré que la CCK stimule la sécrétion de PYY (Greeley et al.,, 1989). La diminution de la
concentration plasmatique en PYYs;3 pré-prandiale et I'augmentation post-prandiale a suggéré
I'implication du PYY dans la régulation de la satiété (Adrian et al., 1985). Chez I'animal, une
diminution, dose-dépendante, de la prise alimentaire a été observée a la suite d’'une administration
périphérique de PYY;.35 (Challis et al., 2003; Halatchev et al., 2004) ; une administration chronique de
PYY;.36 induit une perte pondérale suite a la réduction de la prise alimentaire (Sileno et al., 2006).
Chez I'humain, deux études de Batterham et al. (2002; 2003) viennent également confirmer
I’hypothese initiale en montrant que I'administration exogene de PYY; 3¢ réduit significativement la
prise alimentaire, ainsi que la sensation de faim sur une durée de 24 heures. Cet effet a été observé a
la fois chez des sujets sains normaux-pondéraux, et chez des sujets obéses (Batterham et al., 2003).

A la vue de ces différents résultats, le PYY semble jouer un réle causal dans la cascade de la satiété.

Néanmoins, les données sur la relation entre PYY et appétit sont encore limitées et plus de travaux
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sont nécessaires pour montrer que le PYY peut jouer le réle de biomarqueur de la satiété (de Graaf et

al., 2004).

1.3.2.3 Le glucagon like peptide - 1

Le glucagon like peptide - 1 (GLP-1) est une hormone secrétée par les cellules endocrines de I'iléon et
du colon. Les concentrations plasmatiques de GLP-1 sont extrémement faibles a jeun et augmentent
rapidement lors de la prise alimentaire (Orskov, 1992). Le GLP-1 actif est dégradé peu apreés sa
sécrétion par une enzyme appelée dipeptidyl peptidase 4 (DPP-1V), générant un peptide inactif. Le
GLP-1 est une hormone incrétine ce qui signifie qu’en réponse au glucose oral, elle stimule la
sécrétion d’insuline par le pancréas (Little et al., 2006). D’autre part, le GLP-1 est suspecté de jouer
un role important dans le « frein iléal » qui correspond a un mécanisme d’inhibition de la motilité et
des sécrétions gastro-intestinales proximales, suite a I'arrivée de nutriments non digérés dans I'iléon
(Maljaars et al., 2008). En effet, le GLP-1 possede un effet inhibiteur de la motilité intestinale et en
particulier de la vidange gastrique (Zander et al., 2002). C'est probablement par ce mécanisme que le
GLP-1 exerce son effet sur I'appétit (Zander et al., 2002). Les premiers travaux suggérant un effet du
GLP-1 sur I'appétit ont été réalisés par Flint et al. (1998) qui ont montré chez des sujets normaux-
pondéraux une diminution de la sensation de faim et une baisse de 12 % de la prise alimentaire ad
libitum (c’est-a-dire a volonté) suite a I'administration exogéne de GLP-1. Une méta-analyse
impliquant 115 sujets (Verdich et al., 2001) a confirmé cet effet, a la fois chez des sujets normaux-
pondéraux et chez des sujets obeses. Une étude de Gutzwiller et al. (1999) suggére clairement un
effet dose-réponse du GLP-1 sur I'inhibition de I'appétit.

Méme si une étude a rapporté une libération plus importante de GLP-1 aprés un repas riche en
glucides, comparativement a un repas isocalorique, riche en protéines (Smeets et al., 2008b), les
études sur la stimulation endogéne du GLP-1 par différents nutriments sont encore assez rares (de
Graaf et al., 2004).

Le GLP-1 est considéré comme étant un potentiel biomarqueur du rassasiement (de Graaf et al.,
2004), méme si plus de recherches sont nécessaires pour comprendre I'effet différentiel des aliments

sur la libération de GLP-1.

1.3.3 La ghréline, une hormone a part dans la régulation de I'appétit

Découverte en 1999 (Kojima et al., 1999), la ghréline est une hormone sécrétée principalement par

I’estomac et la partie supérieure de I'intestin. C'est un peptide composé de 28 acides aminés dont la
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forme active est acylée. La demi-vie de I'"hormone acylée dans la circulation est estimée entre 10 et
30 minutes (Disse, 2010). Cette dégradation rapide de la ghréline active a longtemps rendu son
dosage difficile. En effet, dans les premiers travaux, on ne savait doser que la ghréline dite
totale (ghréline acylée active + ghréline désacylée). La mise au point de dosages fiables de la ghréline
acylée permet aujourd’hui de préciser son réle physiologique (Patterson et al., 2005; Pirazzoli et al.,
2005).

Le profil sécrétoire circadien de la ghréline est corrélé au rythme des repas (cf. Fig. 7). Les taux
plasmatiques de ghréline sont élevés au cours du jeline et abaissés apres les prises alimentaires
(Cummings et al., 2001; Tschop et al., 2001a). L’origine digestive de la ghréline parut surprenante a
sa découverte, puisque tous les autres peptides provenant du tube digestif (CCK, PYY, GLP-1) étaient
des signaux de satiété (Woods, 2004). Depuis 1999, de nombreuses études réalisées chez I'animal ou
chez 'Homme ont montré I'action orexigéne de la ghréline. En d’autres termes, la ghréline joue un
réle dans l'initiation des repas alors que les autres hormones et peptides entéro-digestifs sont
impliqués dans I'arrét de la prise alimentaire. En 2000, Tschop et al. (2000) décrivent pour la
premiere fois I'effet de la ghréline sur la stimulation de la prise alimentaire chez le rat. En 2001, il a
été montré que l'injection intraveineuse de ghréline chez I’'Homme augmente de 28 % environ les
apports énergétiques au cours d’'un buffet ad libitum, et de 46 % la sensation de faim (Wren et al.,

2001). Plus récemment, ces résultats ont été reproduits chez des sujets obéses (Druce et al., 2005).
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Figure 7 : Profil sécrétoire de la ghréline sur 24 heures chez le sujet sain (tiré de (Tounian et al., 2005)).

L'augmentation de la concentration plasmatique de ghréline avant chaque repas est une constante
dans le regne animal, que le rythme des repas soit imposé, ou que la nourriture soit a disposition a
volonté (Sugino et al., 2002; Tolle et al., 2002). Ces résultats suggerent que la ghréline est un facteur

déclenchant de la prise alimentaire puisque des sujets sans repéres de temps, ni stimuli alimentaires
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présentent de maniére purement intrinseque des augmentations paralléles de la concentration
plasmatique de ghréline et de la sensation de faim (Cummings et al., 2004).

La chute de la concentration plasmatique de ghréline est due a la présence d’aliments dans I'estomac
et non a la seule distension gastrique, car I'ingestion d’'un grand volume d’eau n’en modifie pas la
sécrétion (Tschop et al., 2000). La baisse de la ghrélinémie est d’autant plus importante et prolongée
qgue le repas est riche en calories (Callahan et al., 2004). Les glucides sont les nutriments les plus
efficaces pour faire chuter la ghrélinémie, suivis par les protéines, puis les lipides (Cummings et al.,
2005).

A la vue de I'ensemble de ces données, et méme si certains auteurs ont mis en avant récemment des
résultats discordants (Lippl et al., 2011), la ghréline est aujourd’hui considérée comme la seule
hormone ayant pour effet de stimuler I'appétit et ayant un réle dans l'initiation de la prise
alimentaire. Elle est considérée aujourd’hui comme un biomarqueur directement lié a la faim

(Delzenne et al., 2010).

En plus de ces effets a court terme sur le déclenchement des repas, la ghréline est également
supposée jouer un role dans la régulation du bilan énergétique a long terme (Tounian et al., 2005).
Cette action est suggérée par le fait que la concentration plasmatique de ghréline s’adapte aux
fluctuations du tissu adipeux, et ce apparemment dés la naissance (Cummings et al., 2005). Ainsi, les
sujets obeses ont une ghrélinémie basse (Tschop et al., 2001b). Inversement, les patients atteints
d’anorexie présentent des concentrations de ghréline augmentées par rapport a des témoins de

méme age et de méme sexe (Otto et al., 2001).

L’'ensemble de ces résultats font aujourd’hui de la ghréline I'une des hormones les plus étudiées dans
les travaux explorant la régulation physiologique de I'appétit. En plus de ce role de la ghréline dans la
régulation de I'appétit, une toute récente revue de littérature de Verhulst et al. (2012) met en
lumiere son réle potentiel dans la régulation de la glycémie, via un effet inhibiteur sur la sécrétion

d’insuline.

1.3.4 Insuline et leptine, des hormones impliquées dans la régulation a long terme

Paralléelement a la ghréline, il existe deux autres facteurs hormonaux principaux impliqués dans la
régulation a long terme du bilan énergétique : la leptine et I'insuline. Ces deux hormones ont des

effets inverses par rapport a la ghréline en diminuant la prise alimentaire. On les appelle aussi des
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signaux d’adiposité, car ils sont générés proportionnellement a la masse adipeuse (Woods et al.,

2008).

1.3.4.1 La leptine

La leptine est une hormone produite et sécrétée par le tissu adipeux. Les taux de leptine circulant
sont proportionnels a la quantité de masse grasse dans I'organisme et a I'[MC ; ils sont réduits en cas
de perte de poids. Les études chez I'animal qui ont décrit sa découverte (Zhang et al., 1994;
Campfield et al., 1995; Halaas et al., 1995) ont montré que la leptine a pour action de diminuer la
prise alimentaire. Chez I’"humain en situation d’équilibre énergétique, le lien entre la concentration
en leptine et 'appétit n’est pas avéré. En effet, peu de variations des concentrations en leptine sont
observées avant et apres un repas, et il ne semble pas y avoir de relation entre la sensation de faim
et la concentration en leptine a court terme (Joannic et al., 1998; Romon et al., 1999). Néanmoins, la
leptine semble avoir un réle dans la régulation de I'appétit lorsque les stocks d’énergie changent.
Ainsi, un déficit ou un surplus d’énergie supérieur a une durée de 24 heures ont pour effet
respectivement une diminution ou une augmentation des concentrations plasmatiques de leptine
(Chin-Chance et al., 2000). Les travaux de Mars et al. (2003) vont également dans ce sens. Ces
auteurs ont trouvé une corrélation négative plus forte entre la leptine et I'appétit aprés une période
de 2 a 4 jours de restriction énergétique, comparativement a avant la période de restriction. A la vue
de I'ensemble de ces données, la leptine a été proposée par de Graaf et al. (2004) comme

biomarqueur de I'appétit a long terme.

1.3.4.2 L’insuline

L’insuline est une hormone produite par le pancréas, connue pour son role majeur dans la régulation
de la glycémie. L'insuline favorise I'utilisation du glucose dans les cellules, bloque la production
hépatique de glucose, inhibe la lipolyse et favorise la conversion des glucides en acides gras en vue
de leur stockage dans le tissu adipeux.

Contrairement a la leptine, dont la concentration n’augmente pas significativement apres un repas,
la sécrétion d’insuline augmente rapidement en réponse a une prise alimentaire (Polonsky et al.,
1988). Par ailleurs, sur le long terme, la concentration plasmatique d’insuline est directement liée aux
changements d’adiposité, de facon a ce que les taux d’insuline augmentent en situation d’obésité
(Bagdade et al., 1967). Dans des études chez I'animal, I'administration expérimentale d’insuline

induit a long terme une diminution de la prise alimentaire (Woods et al., 1979); l'inhibition de
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I'action de l'insuline entraine une augmentation des apports énergétiques et une prise de poids
(McGowan et al., 1992). Les études considérant l'insuline endogéne ont mis en évidence une relation
inverse entre la concentration d’insuline et la prise alimentaire ou la sensation de faim (Holt et al.,
1995). Néanmoins, la concentration d’insuline étant étroitement liée a la glycémie et a de nombreux
processus métaboliques, ce type d’études ne permet pas de conclure a un effet direct de I'insuline
sur |'appétit a court terme. En revanche, I'insuline aurait un réle sur le long terme ; il a méme été
suggéré une communication croisée entre la leptine et I'insuline. L'insuline pourrait avoir un réle
stimulateur dans la production de leptine, alors que la leptine pourrait également affecter la

production d’insuline par les cellules pancréatiques (Kieffer et al., 2000).

1.3.5 Intégration de tous ces signaux au niveau du cerveau

L’'ensemble des signaux présentés ci-dessus vont agir au niveau du cerveau, plus particulierement au
niveau du noyau arqué de I’hypothalamus pour stimuler ou inhiber I'appétit et la prise alimentaire,
soit a court terme, soit a long terme. Dans le cadre de ce manuscrit, I'objectif n’est pas d’entrer dans
le détail des mécanismes de la régulation centrale de I'appétit, mais d’en donner un rapide apercu.

Au niveau du noyau arqué, deux populations neuronales impliquées dans le relais des signaux liés a
I’appétit ont été identifiés : les neurones a NPY/AgRP (pour Neuropeptide Y / agouti related protein)
et les neurones a POMC/CART (pour pro-opio-mélanocortine / cocaine and amphetamine regulated
transcript). Il est bien établi que I'activation des neurones a NPY/AgRP induit une augmentation de la
prise alimentaire, diminue la dépense énergétique et augmente |'adiposité, alors que I’activation des
neurones a POMC/CART produit les effets inverses. Ces populations neuronales sont considérées
comme de premier ordre dans l'intégration des signaux périphériques de satiété (Schwartz et al.,
2000). Elles interagissent entre elles de maniere antagoniste et envoient l'information via des
neurotransmetteurs (NPY, AgRP, CART ou a-MSH (a-melanocyte stimulating hormone dont le POMC
est un précurseur)) vers les neurones de second ordre. L'intégration de ces signaux antagonistes par
des neurones de second ordre se traduit par I’élaboration d’'un comportement complexe ayant pour

résultat le controle de la balance énergétique.

La figure 8 présente schématiquement comment les différents signaux périphériques sont intégrés

au niveau du noyau arqué et leurs effets sur la prise alimentaire.
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Figure 8 : Influence des signaux périphériques d’appétit sur la balance énergétique. Les lignes continues indiquent des
effets stimulateurs, les lignes pointillées indiquent des effets inhibiteurs (adapté de (Murphy et al., 2004)).

1.4 Quels facteurs sont susceptibles de moduler la régulation
physiologique de I'appétit ?

Aprés avoir décrit les mécanismes complexes qui existent dans I’organisme pour controler I'appétit
et conserver une balance énergétique stable, nous allons présenter les différents facteurs qui
peuvent venir moduler voire prendre le dessus sur cette régulation physiologique. Ces facteurs
peuvent affecter directement la régulation physiologique de I'appétit ou agir de facon indépendante
de nos signaux internes. La revue de ces différents facteurs permet de mettre en lumiére la
complexité de l'acte alimentaire et de comprendre comment et pourquoi il est courant qu’un
individu mange plus que ses besoins physiologiques, mange sans avoir faim, ou encore ne mange pas
alors qu’il a faim. Connaitre les facteurs qui influencent I'appétit est aussi primordial d’un point de
vue méthodologique. Nous verrons dans la suite de ce manuscrit comment tous ces facteurs doivent
et peuvent étre pris en compte dans un protocole scientifique ayant pour objectif I'étude de

I"appétit.
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Nous présenterons d’abord les facteurs liés intrinsequement a I'aliment, puis les facteurs liés a
I'individu et enfin, nous détaillerons particulierement I'importance jouée par I'environnement dans la

modulation de 'appétit.

1.4.1 Les facteurs intrinseques aux aliments

1.4.1.1 Macronutriments, densité énergétique et volume

Tous les aliments que nous consommons ont un effet sur I'appétit. Néanmoins, chaque aliment va
affecter différemment le rassasiement ou la satiété. Par exemple, des aliments peuvent contenir la
méme quantité totale d’énergie, mais étre plus ou moins rassasiants, en particulier en fonction de
leur contenu en chacun des macronutriments : glucides, lipides, protéines (Holt et al., 1995; Blundell
et al.,, 1996). En d’autres termes, toutes les calories ne sont pas traitées de la méme facon par
I'organisme. La plupart des études suggerent que ce sont les protéines qui ont I'impact le plus
puissant sur la satiété (Blundell et al., 1997; de Castro, 1999a; Marmonier et al., 2000; Stubbs et al.,
2000), suivies des glucides et des lipides, qui seraient les macronutriments les moins rassasiants
(Johnstone et al., 1996; Blundell et al., 1997; Stubbs et al., 2000). Il est cependant difficile de faire
des généralisations sur cette question, les glucides en particulier formant un groupe trés hétérogéne
(Benelam, 2009). Par ailleurs, cette hypothese ne fait pas I'unanimité dans la littérature : Raben et al.
(2003) suggerent que I'effet des aliments sur I'appétit serait principalement expliqué par leur densité
énergétique (c’est-a-dire le contenu énergétique de l'aliment par gramme). Ainsi, ces auteurs ont
comparé les effets de repas riches en protéines, lipides et glucides, ajustés sur la densité énergétique
et n‘ont pas trouvé d’effet différentiel des macronutriments sur la satiété. Ces résultats vont dans le
sens de I'hypothese formulée par Poppitt et Prentice (1996), pour qui les effets différents des
nutriments sur le rassasiement s’expliquent par leur densité énergétique et que la taille des repas est
déterminée essentiellement par le poids et le volume d’aliments consommeés. Ainsi, le fait
d’incorporer expérimentalement de l'air dans un aliment afin d’en augmenter le volume, sans
modifier le contenu énergétique, induit une augmentation du pouvoir rassasiant de cet aliment (Rolls
et al., 2000a).

La question de I'effet sur I'appétit des différents macronutriments et de la densité énergétique des
aliments est trés documentée dans la littérature et sujette a débat (Gerstein et al., 2004; Bellisle,
2010). C'est un sujet d’étude particulierement intéressant pour I'industrie alimentaire dans I'optique
de formuler des aliments plus rassasiants, et pour les acteurs de santé publique, afin d’orienter vers

des choix alimentaires qui favorisent un meilleur controle de I'appétit.
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1.4.1.2 Fibres et autres composants spécifiques des aliments

La présence naturelle ou I'ajout de composants spécifiques dans certains aliments est susceptible
d’avoir un role significatif sur I’effet que va procurer cet aliment sur I'appétit. De nombreux travaux
ont par exemple montré que l'enrichissement d’'un aliment en fibres augmente son pouvoir
satiétogene (Slavin et al., 2007). Les fibres, qui sont des polyméres glucidiques d’origine végétale,
peu ou pas métabolisés par le systéme digestif humain, ne constituent pas un groupe homogene et
n’ont donc pas toutes les mémes effets sur I'appétit. Plusieurs mécanismes ont été proposés pour
expliquer leur effet satiétogéne. Entre autres, les fibres solubles, en formant un gel visqueu,
augmentent la distension gastrique, ralentissent la vidange gastrique et prolongent le temps de
transit des aliments dans I'intestin gréle, ce qui contribuerait a augmenter la sécrétion des hormones
anorexigenes par l'intestin (CCK, GLP-1) (Gutzwiller et al., 1999).

Certains composants spécifiques tels que la capsaicine (Westerterp-Plantenga et al., 2005) qui est le
composant actif présent dans le piment et responsable de son caractére piquant, ou des ingrédients
tels que « Fabuless », une émulsion lipidique particuliere (Burns et al., 2002), ont montré des
capacités a diminuer I'appétit et la prise alimentaire. Cependant, ces effets sont relativement faibles
et n’ont pas été confirmés dans des études récentes (Smeets et al., 2009; Smit et al., 2011b), mais les
recherches sur des composants ou des ingrédients potentiellement satiétogenes sont

particulierement actives.

1.4.1.3 Alcool et satiéte

Les résultats expérimentaux de Raben et al. (2003) suggerent que dans des conditions de
consommation controlée, I'alcool peut stimuler la satiété et réduire la prise alimentaire, au méme
titre que les glucides, lipides et protéines. Cependant, dans des contextes de consommation plus
réalistes, I'alcool ne réduit pas la prise alimentaire et au contraire stimule I'appétit (Westerterp-
Plantenga et al., 1999). La consommation d’alcool, par son effet désinhibiteur augmenterait la
surconsommation passive d’énergie; I'alcool augmenterait aussi le plaisir consécutif a la

consommation d’aliments, ce qui pourrait expliquer la surconsommation observée (Yeomans, 2004).
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1.4.1.4 La structure des aliments

Un autre facteur susceptible de modifier I'effet d’un aliment sur I'appétit est la forme ou la structure
sous laquelle cet aliment est consommé. Plusieurs études ont suggéré que la consommation
d’énergie sous forme liquide pouvait mener a une consommation excessive d’énergie. En effet, les
liguides ne déclencheraient pas la mise en route des signaux de satiété aussi bien que la méme
quantité calorique ingérée sous forme solide (Almiron-Roig et al., 2003; Mattes, 2006). Toutes les
études n’allant toutefois pas dans le méme sens, ceci ne permet pas de conclure quant a l'incapacité
des calories liquides a déclencher la mise en route des signaux de satiété (Drewnowski et al., 2007).
Une étude récente semble néanmoins confirmer que les différentes formes d’'un méme aliment n’ont
pas toutes le méme effet satiétogene. En effet, Flood-Obaggy et al. (2009) ont montré qu’une
pomme consommeée entiére avant un repas entrainait une consommation moindre au cours de ce
repas, comparativement a la consommation de compote de pomme, elle-méme étant plus

satiétogene que la consommation de jus de pomme.

Méme si ce champ de la recherche sur I'appétit donne des résultats parfois contradictoires,
I’ensemble des résultats présentés met en évidence le fait que chaque calorie ingérée ne va pas
forcément avoir le méme effet sur le déclenchement des signaux de satiété. Alors que certains
aliments, par exemple riches en fibres, vont avoir un effet satiétogene important, d’autres comme
les aliments présentant une densité énergétique élevée sont susceptibles d’avoir I'effet inverse et de

provoquer une surconsommation d’énergie.

1.4.2 Les facteurs liés a I'individu

Les facteurs liés aux aliments sont loin d’étre les seuls a jouer un réle dans la modulation de 'appétit.
Ainsi, face aux mémes aliments, tous les individus ne vont pas avoir le méme comportement. Les
hommes et les femmes ayant des besoins différents, vont avoir des comportements différents face
aux mémes aliments (Benelam, 2009). L'appétit et I'énergie ingérée par les femmes va aussi
dépendre des fluctuations de leur cycle hormonal (Lissner et al., 1988). L'age des individus va
également avoir un impact sur l'appétit. Il a par exemple été démontré que le rassasiement sensoriel
spécifique avait tendance a diminuer avec I'dge (Rolls et al., 1991). La fagcon dont un individu
apprécie les aliments, I'état émotionnel de la personne, le temps de sommeil ou I'activité physique
effectuée précédemment au repas sont autant de facteurs qui peuvent jouer un réle sur la sensation

de faim et la prise alimentaire.

41



PARTIE A - Synthese bibliographique et problématique

1.4.2.1 L’appréciation des aliments

La palatabilité peut étre définie comme étant une mesure subjective du caractére attractif, ou
plaisant d’un aliment particulier. La palatabilité pour un aliment particulier dépend donc de chaque
individu. Des travaux étudiant l'influence de la palatabilité des aliments sur I'appétit, plus
spécifiguement sur la sensation de faim et sur la prise alimentaire, ont mis en avant I'augmentation
de I'appétit et de la prise alimentaire quand la palatabilité des aliments augmente (Bellisle et al.,
1981; 1984). Si I’'ensemble des études expérimentales ne sont pas toutes concordantes (Sorensen et
al., 2003), les données récoltées en dehors du laboratoire, a partir de relevés alimentaires, en
particulier par de Castro et son équipe (2000a; 2000b) montrent a la fois dans des populations
francaises et nord-américaines que les repas notés comme étant les plus palatables sont de taille
largement supérieure aux repas dont la palatabilité est basse.

Méme si les études en laboratoire ont du mal a prouver clairement |'effet de la palatabilité sur
I'appétit, indépendamment des autres facteurs, les données en « vie réelle » indiquent bien un effet

stimulateur de I'appétit des aliments les plus palatables.

1.4.2.2 Mémoires d’expériences antérieures et attentes envers les aliments

La mémoire d’expériences alimentaires antérieures va jouer un role sur I'envie de manger un aliment
en particulier et sur la quantité de cet aliment qui va étre consommeée. En lien avec cette idée, les
notions de satiété et de rassasiement attendus (en Anglais expected satiety et expected satiation)
ont été développées par Brunstrom et al. (2008). L'idée principale de cette théorie est que la
guantité d’un aliment qui va étre consommée au cours d’un repas va principalement dépendre des
attentes que chaque individu va conférer a cet aliment en termes de pouvoir rassasiant. Cette
théorie part du principe que la quantité d’un aliment dont on va se servir dans |'assiette prédit la
guantité qui va étre consommée, et que les personnes planifient ce qu’ils vont consommer au cours
d’un repas avant méme le début de ce repas (Brunstrom, 2011). La familiarité, donc I'exposition
passée a un aliment, aurait un réle important dans les attentes que I'on confére a cet aliment en
termes de pouvoir rassasiant (Brunstrom et al., 2010). Chaque individu est donc susceptible d’avoir
des attentes différentes envers un aliment, s’il est connu, inconnu, fréquemment ou peu souvent
consommé. Ces différentes attentes peuvent donc jouer un réle direct sur I'appétit spécifique envers

cet aliment et donc sur sa quantité consommée.
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1.4.2.3 Les facteurs psycho-affectifs et cognitifs

L’état émotionnel dans lequel se trouve une personne peut avoir un effet sur son appétit et son
comportement alimentaire. Ainsi, les effets d’émotions spécifiques (telles que la colére, la peur),
mais aussi de I’"humeur, ont été mis en évidence sur la motivation a manger, les choix alimentaires ou
encore les quantités ingérées (Macht, 2008). L'effet des émotions sur I'appétit est particulierement
difficile a évaluer, a cause des grandes variations dans les réactions observées entre individus. Le
tableau 2 met en évidence que le méme stress est susceptible d’induire une augmentation ou une
diminution de l'appétit dans un échantillon de personnes. En moyenne, la plupart des individus
voient leur appétit modifié en réponse a un stress émotionnel : 30 % répondent par une diminution

et 48 % par une augmentation de I'appétit et de I'énergie ingérée (Macht, 2008).

Tableau 2 : Modifications de I’appétit en réponse a un stress émotionnel dans différentes études (tiré de (Macht, 2008)).

Change of eating N Reference *
11% more appetite, 70% 364 Krumbacher and Meyer
less appetite (1963)
16% more appetite, 38% 1950 Pudel and Richter (1980)
less appetite
25% more appetite, 32% 1024 Pudel (1984)
less appetite
44% eat more, 48% eat 80 Willenbring et al. (1986)
less

% eat more, 55% eat less 475 Popper et al. (1989)
49% eat more, 51 do not 500 Spillman (1990)
eat more
55% eat more, 45% do 101 Weinstein et al. (1997)

not eat more
38% eat more, 42% eat
less

(7]
—
[

Oliver and Wardle (1999)

* Se référer a la publication originale Macht (2008) pour les références
complétes.

Un des parametres qui peut expliquer certaines de ces différences entre individus est le phénomene
de restriction cognitive. Il s’agit d’'une restriction volontaire de la prise alimentaire dans 'optique de
perdre ou de ne pas prendre de poids. En cas de restriction cognitive, ce ne sont plus les sensations
de faim qui réglent la prise alimentaire mais la décision consciente de s’autoriser a manger ou de se
I'interdire. Chez ces mangeurs en situation de restriction, le stress ou n’importe quelle émotion peut
étre plus susceptible d’entrainer une augmentation de la prise alimentaire (Daddoun et al., 2004;
Macht, 2008). Dans les études sur I'appétit, il s'avére souvent nécessaire de connaitre le degré de

restriction cognitive des sujets, voire de sélectionner des sujets en fonction de ce parametre. Des
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guestionnaires validés existent pour mesurer le degré de restriction cognitive, tels que le Three-
Factor Eating Questionnaire (TFEQ) ou le Dutch Eating Behavior Questionnaire (DEBQ) (Van Strien et
al., 1986; Lluch et al., 1996).

1.4.2.4 Roles du sommeil et de l'activité physique

Parallelement a I'état psychologique ou émotionnel d’une personne, son état physiologique lié au
sommeil ou a I'activité physique va également influencer son appétit.

Des études épidémiologiques ayant mis en évidence une corrélation entre manque de sommeil et
obésité (Magee et al., 2008), I'hypothése a été faite que le manque de sommeil pouvait influencer
directement I'appétit. Plusieurs études ont démontré un lien direct entre manque de sommeil et
augmentation de la sensation de faim (Spiegel et al., 2004; Schmid et al., 2008). Une des explications
serait I'effet du manque du sommeil sur les concentrations plasmatiques de ghréline et de leptine. En
effet, il a été démontré qu’un manque de sommeil entrainait une augmentation des concentrations
plasmatiques de ghréline et une diminution des concentrations de leptine (Spiegel et al., 2004;
Taheri et al., 2004). Enfin, des travaux expérimentaux ont mis en évidence qu’une nuit réduite de 4h,
comparée a une nuit de 8h entrainait une augmentation de I'énergie ingérée le jour suivant (Brondel
et al., 2010).

L’activité physique a aussi un effet sur la régulation de I'appétit. Il a été démontré que la pratique
d’une activité intense menait a une diminution de I'appétit; ce phénomene appelé « anorexie
induite par I'exercice » n’est pas retrouvé apres une activité physique de moindre intensité (King et
al., 1994; Westerterp-Plantenga et al., 1997). Méme si toutes les études ne sont pas unanimes
(Stensel, 2010), l'activité physique pourrait entrainer une diminution des concentrations
plasmatiques de ghréline (Broom et al., 2007; 2009) et une augmentation de celles de GLP-1 (Martins
et al., 2007; Ueda et al., 2009), ce qui constituerait une explication physiologique de I'effet de

I’exercice physique sur I'appétit.

Pour résumer, I’'ensemble des parametres pouvant affecter I'appétit, présentés ci-dessus, mettent en
évidence qu’il peut exister de grandes variations entre individus dans la maniere de répondre a un
méme stimulus alimentaire. De méme, un méme individu est aussi susceptible de fournir des
réponses variables selon son état émotionnel, son état de repos, ou I'évolution de ses expériences ou

connaissances en termes d’alimentation.
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Aprés avoir présenté comment les aliments et les individus eux-mémes peuvent influer sur la
régulation physiologique de I'appétit, nous allons nous attacher a démontrer I'importance du réle de

I’environnement dans 'appétit.

1.4.3 Les facteurs liés a I’environnement

Notre environnement a un impact sur nos choix alimentaires. Le premier élément a prendre en
compte est la disponibilité des aliments. Au niveau d’une population, la quantité des aliments
disponibles a un impact sur les quantités d’aliments ingérés. Il a été démontré que le passage d’un
mode de vie traditionnel (alimentation obtenue par la chasse, la cueillette, voire une agriculture et
un élevage traditionnels) a un mode de vie urbain occidental (alimentation facilement disponible,
abondante et bon marché) se traduit par une augmentation des quantités ingérées (Daddoun et al.,
2004). Nous allons, dans un premier temps, présenter en quoi I'environnement culturel, familial
économique ou social peut influer sur nos choix et notre appétit. Puis, nous nous attacherons a

mettre en avant I'importance de I'environnement physique sur nos consommations alimentaires.

1.4.3.1 Environnement culturel, familial, économique

D’aprés Rozin (1982), la culture dans laquelle vit un individu est le facteur qui détermine le plus
fortement ses choix alimentaires. La culture détermine ce qui peut étre mangé et les modalités de
préparation des aliments. Elle détermine également les limites de ce qui est « dégoltant ». La culture
peut aussi directement influer sur la fagon dont un individu va gérer ses signaux internes de satiété.
Les études réalisées dans la province d’Okinawa au Japon, célebre pour I'espérance de vie tres élevée
de ses habitants, ont montré que ceux-ci arrétent de manger naturellement avant d’étre totalement
rassasiés, aprés avoir atteint environ 80 % du sentiment de plénitude (Willcox et al., 2001). Ce
« controle culturel de I'appétit » serait en partie responsable de la bonne santé de ses habitants et
de la concentration la plus importante de centenaires au monde dans cette région (Willcox et al.,
2001). La culture peut également influencer la fagon dont nous régulons notre appétit via les normes
culturelles relatives a la perception du corps et en particulier comment I'obésité est percue. Par
exemple, des études aux Etats-Unis ont montré que dans la population « Latino », des parents
d’enfants obéses considerent que leur enfant présente un poids normal, et ne sont pas du tout

préoccupés pas le statut corporel de leur enfant (Caprio et al., 2008).
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Ce dernier exemple met en avant que non seulement la culture, mais aussi I'environnement familial
va jouer un role primordial dans les comportements alimentaires des enfants... et des futurs adultes
gu’ils deviendront. Les comportements des parents ont de nombreuses répercussions sur celui des
enfants. Deux types de comportement par rapport a I'appétit méritent d’étre précisés. Tout d’abord,
les parents qui exigent de leur enfant de terminer leur assiette, quel que soit son état de faim,
pourraient avoir une influence sur la perte des capacités naturelles de I'enfant a étre a I'écoute de
ses signaux internes de faim et de satiété (Birch et al., 1987). L'influence familiale peut également
conduire I'enfant a surconsommer et a manger en l'absence de faim. En effet, il a été mis en
évidence que linterdiction de consommer certains aliments a la maison, focalise I'attention de

I’enfant sur I'aliment interdit et augmente son désir de le consommer (Birch et al., 2003).

L’environnement économique va lui aussi dicter les choix alimentaires. Une corrélation inverse existe
entre le co(t des produits alimentaires et leur densité énergétique. Les foyers les moins aisés
achétent globalement des aliments plus riches en lipides et en sucres, qui représentent le rapport
énergie/colt le plus élevé, et peu de produits frais, dont la densité énergétique est plus faible et le
colt plus élevé (Drewnowski et al.,, 2005). Or, pour la méme quantité d’énergie ingérée, la
consommation d’aliments plus denses en calories induit une taille de portion réduite ; ce qui, comme
on I'a vu précédemment, pourrait induire un rassasiement moindre que la consommation d’une
portion de méme valeur calorique, mais de plus grande taille. Aussi, les contraintes budgétaires
d’une personne ou d’un foyer, mais aussi les prix des aliments et, a un niveau macroéconomique,
tous les déterminants de ces prix (politiques publiques, progrés technologique, ...) vont influencer

fortement les choix alimentaires.

1.4.3.2 Role de la situation sociale

Le contexte social dans lequel a lieu un repas ou une prise alimentaire est susceptible de modifier la
prise alimentaire. Des travaux réalisés aux Etats-Unis a partir de relevés alimentaires, ont fait
apparaitre que I'un des facteurs déterminants de la taille de la ration ingérée au cours d’une prise
alimentaire est le nombre de personnes présentes (de Castro et al., 1989). On parle d’'un effet de
« facilitation sociale » qui apparait parfois plus puissant que l'intensité de la faim ressentie au début
du repas (de Castro, 1995). Cet effet de facilitation sociale a été observé dans d’autres cultures, dont
les Pays-Bas et la France (de Castro et al., 1997), et aussi par le biais d’autres méthodologies, telles
que l'observation de personnes dans des lieux publics de restauration (Feunekes et al., 1995;

Sommer et al., 1997), ou des études en laboratoire. Par exemple, il a été observé que des étudiants
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en situation expérimentale mangent plus de glace lorsqu’ils sont en groupe que lorsqu’ils sont seuls
(Berry et al., 1985). La facilitation sociale a été observée indépendamment du type de prise
alimentaire et du lieu de cette prise (de Castro et al., 1990). La durée plus élevée des repas lorsque le
nombre de personnes présentes augmente pourrait étre I'une des explications de cet effet (de
Castro, 1997). Par ailleurs, si la facilitation sociale est d’'une part susceptible d’augmenter les
guantités consommeées au cours d’un repas, elle peut d’autre part prendre le dessus sur la régulation
post-prandiale de l'appétit en facilitant des prises alimentaires hors-repas en période de satiété
physiologique (Stroebele et al., 2004).

Plus le nombre de personnes présentes au cours de I'épisode alimentaire augmente, plus la quantité
totale ingérée augmente (de Castro et al., 1992). L'augmentation observée est en moyenne de 44 %,
mais peut atteindre jusqu’a 96 % lorsque plus de sept personnes sont présentes au repas. De Castro
a aussi mis en évidence que cet effet est différent en fonction des relations existant entre les
personnes. Ainsi, des repas pris en famille ou entre amis vont entrainer une facilitation sociale plus
importante que des repas pris entre collegues de travail par exemple (de Castro, 1994). Dans une
étude qualitative menée par Kristensen et al. (2002) sur la perception de la satiété, de nombreux
sujets interrogés ont rapporté prendre plaisir a manger avec excés avec des amis et aimer la
sensation de rassasiement extréme dans ce contexte social. En revanche, ces mémes personnes ont
déclaré éviter cette situation en compagnie de personnes qu’elles ne connaissent pas trés bien.
Enfin, manger en compagnie d’un partenaire considéré comme attractif peut amener a réduire la
guantité ingérée ; ceci a particulierement été observé chez des sujets de sexe féminin (Pliner et al.,

1990).

1.4.3.3 Importance de I'environnement physique

De nombreux autres facteurs liés a I’environnement physique peuvent moduler la consommation

d’aliments ou de boissons au cours d’une prise alimentaire.

1.4.3.3.1 Lataille de la portion

L’augmentation de la taille moyenne des portions alimentaires aux Etats-Unis (servies dans les lieux
de restauration hors-foyer ou proposées par l'industrie alimentaire, par le biais du type de
conditionnement) a été incriminée dans I'augmentation de la prévalence de I'obésité depuis les
années 1970 (Young et al., 2002). Depuis, plusieurs études ont mis en évidence que plus la portion

servie a des sujets est grande, plus la quantité consommeée par ces sujets va augmenter (Diliberti et
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al., 2004; Levitsky et al., 2004; Ello-Martin et al., 2005), suggérant que la taille de la portion est
capable de prendre le dessus sur la régulation homéostatique de I'appétit. Cet effet a été observé a
la fois a court terme (sur un seul repas), mais aussi a plus long terme, sur des périodes de plusieurs
jours (Rolls et al., 2006; 2007). De maniere intéressante, il a été montré que I'augmentation de la
taille de la portion servie n’entraine pas une augmentation de la quantité consommée chez le jeune
enfant de moins de trois ans (Rolls et al., 2000b), ce qui suggere que les jeunes enfants sont plus
sensibles a leurs signaux internes de satiété et que cette sensibilité tend rapidement a s’estomper
peut-étre en réponse aux sollicitations répétées des parents incitant les enfants a finir leur assiette,
sans prendre en compte leur état de faim.

Il a également été suggéré que la modification de la taille des couverts (assiettes, bol ou cuilleres)
pouvait avoir un effet sur la prise alimentaire en modifiant la perception de la taille de la portion. En
effet, la méme portion d’aliments apparait plus grande dans une assiette de petite taille que dans
une assiette de grande taille (Smith et al., 2009). Cependant, les quelques études ayant exploré cette
guestion ont abouti a des résultats contradictoires. Wansink et al. (2005; 2006) ont rapporté des
prises alimentaires plus importantes avec |'utilisation de bols et de cuilleres plus grandes, alors que
d’autres travaux (Koh et al., 2009; Shah et al., 2011) ne rapportent aucune différence dans les

guantités consommées.

1.4.3.3.2 La variété alimentaire

Nous venons de voir que la taille de la portion semble pouvoir prendre le dessus sur les signaux
physiologiques de satiété. De nombreuses études ont également mis en évidence que
I'augmentation de la variété d’aliments directement disponible était susceptible d’induire une
augmentation de I'énergie totale ingérée, via le phénomeéne de rassasiement sensoriel spécifique
(Rolls et al., 1989). L'introduction d’une variété plus importante d’aliments, d’arémes ou de textures
dans un repas aurait pour effet de maintenir un intérét pour les aliments, ce qui retarderait le
rassasiement et augmenterait a la fois la durée et la taille du repas (Hetherington et al., 2006). Par
exemple, I'augmentation de la variété alimentaire au cours d’un repas a permis d’observer une
augmentation de la quantité d’énergie consommeée de 14 a plus de 40 % (Rolls et al., 1981a; 1982).
L’addition de condiments (ketchup, mayonnaise,..) dans un repas diminue également le
rassasiement sensoriel spécifique et augmente la quantité consommée de 25 a 40 % (Brondel et al.,
2009). Par ailleurs, en augmentant simplement le nombre de couleurs d’un assortiment de bonbons
de méme go(t, la quantité de bonbons consommés augmente aussi significativement (Wansink,

2004).
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Si I'effet de la variété d’aliments sur la régulation a court terme de I'appétit semble clairement
démontré, son effet a long terme n’est pas clair. En effet, on ne sait pas si I'augmentation de la
variété d’aliments consommés induit une augmentation chronique des prises alimentaires (Benelam,
2009). En revanche, il semble que la consommation répétée de certains aliments pourrait sur le long
terme diminuer I'envie de les consommer, mais ceci ne serait pas le cas pour les aliments de base,

tels que le pain, ou pour les aliments fortement palatables (Rolls, 1986).

1.4.3.3.3 L’accessibilité aux aliments

La proximité physique d’un aliment va également influer sur la consommation de cet aliment. Il a été
démontré que la consommation d’eau était plus importante lorsque la carafe d’eau est située sur la
table, comparativement a d’autres endroits dans la piece (Engell et al., 1996). Le méme lien a été
observé entre |'accessibilité de desserts et leur consommation (Meyers et al., 1980) et entre la
consommation de lait et le positionnement du distributeur de lait dans un restaurant scolaire (Lieux
et al., 1992). Il semble donc que plus I'effort a fournir pour obtenir un aliment est important, plus sa
consommation va en étre diminuée (Stroebele et al., 2004). De fagon intéressante, ce phénomene a
conduit récemment a imaginer une stratégie de santé publique, appelée « nudging », qui consiste a
modifier I'espace public dans I'optique de « pousser du coude » les consommateurs en direction des
comportements et des choix de consommations les plus sains (Marteau et al., 2011). Par exemple,
dans une étude récente, le nudging a permis dans une cafétéria pour étudiants d’augmenter de 18 %
les ventes d’aliments « sains », alors que la consommation d’aliments moins sains a diminué de prés

de 30 % (Hanks et al., 2012).

1.4.3.3.4 Lelieu et 'ambiance de consommation

Le lieu de consommation d’un repas peut affecter la qualité et la quantité d’aliments ingérés. Ainsi,
plusieurs études ont démontré que les repas pris dans un restaurant ou dans un fast-food sont
généralement plus copieux que les repas pris au domicile (Clemens et al., 1999; de Castro et al.,
2002). Les repas pris dans un fast-food seraient aussi plus copieux que les repas pris dans un
restaurant traditionnel (Klesges et al., 1984). Ces différences observées peuvent étre dues au lieu de
consommation en lui-méme, mais également a I'offre alimentaire qui est proposée. Quelques
auteurs ont étudié l'effet du lieu de consommation sur I'appréciation du méme repas,
indépendamment de I'offre alimentaire. Meiselman et al. (2000) ont montré que les mémes repas,

servis dans des lieux différents étaient appréciés de facons différentes. Ces auteurs ont montré qu’un
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repas était globalement plus apprécié dans un restaurant que dans une cafétéria pour étudiants. Par
ailleurs, I'appréciation générale, le go(t, la texture et la couleur d’'un méme plat ont tous été mieux
notés dans un restaurant que dans un laboratoire, alors que les notes données dans une cafétéria
étaient toutes inférieures aux précédentes (Meiselman et al., 2000). Ces différences observées sont
probablement expliquées en grande partie par les attentes différentes qu’ont les consommateurs
envers chacun de ces lieux.

Peu d’études se sont intéressées a I'impact du lieu de consommation sur la consommation effective.
Bell et al. (1994) ont totalement modifié I'ambiance d’un restaurant en créant une atmosphere
typiquement italienne (décoration, menu écrit en Italien) et ont comparé les appréciations et
consommations du méme repas pris avec la décoration classique de ce restaurant. Dans la condition
italienne, tous les plats ont été considérés comme étant plus « italiens » et les consommateurs ont
également consommé plus de desserts que dans la condition contréle. EImstahl et al. (1987) ont
étudié I'effet d’'une modification de la décoration d’une salle a manger dans un service de gériatrie a
long terme. lls ont observé qu’en créant une salle a manger typique des années 1940 avec des
tableaux, tapis et porcelaines par exemple, la quantité totale d’énergie ingérée était plus importante
gu’en condition contrdle. Dans un étude assez similaire réalisée sur une année entiére (Mathey et al.,
2001), il a également été montré que les participants qui prenaient leurs repas dans un
environnement réarrangé, plus « familier », mangeaient plus. Cette hausse de la consommation chez
ces patients dénutris a permis une prise de poids et une stabilisation des biomarqueurs de santé,
comparativement a un groupe controle.

En plus des éléments de décoration qui permettent de recréer des contextes particuliers, plusieurs
autres éléments d’ambiance sont susceptibles d’avoir un effet sur I'appétit. L'illumination du lieu de
consommation a un effet sur le comportement alimentaire. Une lumiére vive est capable de stimuler
la prise alimentaire en famille; une lumiéere tamisée favorise I'ingestion d’aliments le soir. Une
lumiere vive incite a manger plus vite alors qu’une lumiére douce ralentit la consommation
(Stroebele et al., 2004). La température ambiante agit également sur la consommation et sur les
choix alimentaires. Une température basse induit une consommation plus importante, alors qu’une
température élevée diminue la consommation (Herman, 1993). Des études aupres de
consommateurs ont par ailleurs montré que les ventes de soupes et de produits de boulangerie
diminuent en été (Stroebele et al., 2004). Les bruits et la musique affectent la consommation
alimentaire. Des bruits désagréables peuvent par exemple I'augmenter (Ferber et al., 1987). Il a été
mis en évidence un effet du tempo de la musique sur le rythme de consommation des aliments : un
tempo rapide peut accélérer I'ingestion d’aliments (Roballey, 1985). Généralement, la présence de
musique est associée a une augmentation de la durée du repas et a I'augmentation de I'énergie

ingérée (Stroebele et al., 2006), méme si les préférences musicales des individus peuvent affecter le
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temps passé a manger et la taille du repas (North, 1996). L'odeur de I’environnement peut elle aussi
moduler I'appétit. Par exemple, I'odeur du pain frais augmente I'envie de manger du pain ainsi que la

disposition a acheter du pain par des consommateurs (Schifferstein et al., 1996).

1.4.3.3.5 La distraction

Des éléments liés a I'’environnement favorisant ou diminuant I'attention portée a ce que I'on mange,
vont avoir des conséquences sur ce qui est ingéré. C'est I'effet de la présence de la télévision au
cours des repas qui a été le plus étudié. Plusieurs études ont montré que la présence de la télévision
induit une augmentation de ce qui est ingéré au cours d’un repas, comparativement a un repas
composé des mémes aliments mais sans télévision (Bellisle et al., 2004; Blass et al., 2006). En
revanche, la sensation de satiété aprés ces repas n’est pas affectée. Le contenu du programme
télévisé, avec ou sans publicité pour des produits alimentaires, ne semble pas moduler cet effet chez
des adultes (Bellisle et al., 2004). D’autres formes de distraction produisent les mémes effets sur la
prise alimentaire; par exemple le fait d’écouter une histoire captivante a la radio peut aussi
augmenter la taille du repas (Bellisle et al., 2001). Il est également intéressant de constater que le fait
de regarder la télévision pendant un repas, en plus d’influer sur la quantité ingérée au cours de ce
repas, peut stimuler la prise alimentaire au cours de la collation suivante (Higgs et al., 2009). La
présence de la télévision pendant le repas empécherait la formation d’une trace mnésique adéquate
au repas; or, le souvenir de ce qui a été consommé précédemment est un facteur qui limite la

consommation future (Higgs, 2002).

1.5 Bilan et implications méthodologiques : dans quel contexte doit-on
étudier I'appétit ?

Ce premier chapitre a mis en avant la complexité de ce concept global qu’est I'appétit et des autres
concepts plus spécifiques qui lui sont associés : la faim, la satiété et le rassasiement. Ces notions
mettent en jeu a la fois des données liées aux individus, telles que leur physiologie ou leur
psychologie, des données liées aux aliments, telles que leur composition en macronutriments ou la
présence de composants spécifiques, et enfin des données liées au macro-environnement (culture,
environnement socio-économique) ou a I’'environnement plus rapproché (caractéristiques physiques
et sociales). La figure 9 nous offre une représentation graphique de cette complexité, en
schématisant les interactions qui existent entre physiologie et comportement en réponse a des

stimuli alimentaires.
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L’appétit n’est donc pas une notion qui appartient a un champ disciplinaire spécifique, mais est a la

croisée de trés nombreuses disciplines. Aussi, I'appétit est a la fois étudié par des endocrinologues,
des psychologues, des chercheurs en sciences sensorielles ou en technologie alimentaire, des
épidémiologistes, des sociologues ou des économistes. Chaque discipline aborde I'appétit avec ses
méthodologies spécifiques et il existe relativement peu d’échanges méthodologiques entre les
disciplines. Une des premiéres questions méthodologiques qui se pose dans I'ensemble de ces

disciplines, lorsque I'on veut étudier 'appétit est : « dans quel contexte doit-on étudier I'appétit ? ».

Cultural, psychological, and physiological
influences of food on energy intake

Religious taboos, economic factors, cuisine, life events,
leamed experience, education, cognitive effects
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Figure 9 : Représentation schématique des interactions entre environnement, aliments, physiologie, psychologie et
comportements alimentaires (tiré de (Blundell et al., 2003))

A la vue de ce premier chapitre, il peut sembler évident que I'appétit doit étre étudié en laboratoire,
donc dans un environnement ol I'on peut contréler un grand nombre de parameétres, si I’'on souhaite

isoler I'effet d’'un parametre spécifique sur I'appétit. Un point de vue alternatif, est que I'appétit doit
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étre étudié en situation de vie réelle étant donné l'impact important que peuvent avoir les
parameétres environnementaux sur les choix alimentaires et les quantités ingérées. Cette question a
fait I'objet de nombreux débats scientifiques. Il y a une vingtaine d’années, par exemple, Meiselman
(1992) mettait en avant la nécessité, dans les recherches concernant I'appétit et le comportement
alimentaire humain, de travailler avec de vraies personnes (par opposition a des sujets d’étude),
consommant de vrais repas dans des vrais contextes de restauration. Kissileff (1992) répondait a
cette proposition en mettant en avant I'intérét de travailler en laboratoire pour obtenir des données
plus précises dans un environnement controlé. La figure 10 présente schématiquement les avantages

et inconvénients de chacune de ces deux options.

Environmental influence on Human Appetite Research

Free-living Laboratory
Less precision and accuracy Greater precision and accuracy
Less control Greater control
Greater ecological relevance Less naturalistic

“Natural setting”

. Laboratory studies
studies

Figure 10 : Avantages et inconvénients des études sur I'appétit menées en vie réelle et en laboratoire (adapté de
(Blundell et al., 2009))

Les études sur I'appétit nécessitent le plus souvent des mesures de consommations alimentaires.
Alors qu’il est relativement aisé d’obtenir en laboratoire des mesures de consommations fiables et
précises, la collecte de données de consommation en vie réelle entraine de tres fréquentes erreurs.

Les consommations étant dans ce cas le plus souvent déclarées au lieu d’étre mesurées comme en
laboratoire, on observe fréquemment des phénomeénes de sous-déclaration de la consommation de
certains types d’aliments ou de prises alimentaires (Livingstone et al., 2003). Les études en
laboratoire présentent comme autre avantage de permettre le contréle de nombreux facteurs
environnementaux pouvant influer sur I'appétit et susceptible de jouer le role de facteur confondant
dans les études en vie réelle. Ce dernier point rend d’ailleurs l'interprétation des données récoltées

en vie réelle souvent difficile (Benelam, 2009). Pour ces raisons, la validité interne (qui est définie par
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Myers et al. (2003) comme étant la certitude avec laquelle un chercheur peut dire que les
changements de comportement observés en fonction des conditions de traitement ont été
réellement causés par la variable dépendante) est donc le plus souvent bien plus élevée pour les
études réalisées en laboratoire, que pour celles réalisées en vie réelle. En revanche, les études en
laboratoire ne prennent pas en compte tous les paramétres environnementaux naturellement
présents dans notre vie quotidienne, ce qui leur confére une faible validité externe de par le
caractere souvent peu écologique des situations de repas proposées (Blundell et al., 2010), c’est-a-
dire ne ressemblant pas a des situations de vie réelle (Le Gall et al., 2001). La validité externe a été
définie par Myers et al. (2003) comme la qualité des résultats d’'une expérience pouvant étre
généralisés ou appliqués a d’autres individus et a d’autres situations qui n’ont pas été directement
testés. Il est ainsi parfois difficile d’extrapoler des résultats obtenus en laboratoire a des situations de
vie réelle dans lesquelles les personnes ne sont pas soumises aux mémes conditions
environnementales ; la question se pose dans tous les cas de la pertinence de ces extrapolations
(Benelam, 2009).

Etudier I'appétit en laboratoire ou en vie réelle ne va pas non plus permettre de choisir les mémes
variables d’intérét. Nous avons vu précédemment que certaines hormones pouvaient jouer le réle de
biomarqueurs de la faim (ghréline) ou de la satiété (GLP-1). La réalisation de prélévements sanguins,
en particulier dans I'optique de réaliser des cinétiques de concentrations plasmatiques de ces
hormones, implique souvent de faire venir les sujets dans une structure médicalisée. De plus, on a vu
gue l'appétit était étudié en particulier pour son role dans I'équilibre de la balance énergétique. De
ce fait, il est parfois pertinent d’étudier simultanément a I'appétit, I'autre versant de la balance
énergétique, comme par exemple la thermogénese induite par le repas. Ce type de mesures qui se
fait grace a un calorimetre, appareil mesurant les échanges gazeux respiratoires, permet de récolter
d’autres données d’ordre métabolique. Ainsi, les oxydations glucidique et lipidique peuvent étre
mesurées grace a ce dispositif. Ces paramétres sont tres informatifs sur la facon dont sont utilisés les
substrats énergétiques, par exemple ils permettent de répondre a des questions du type : «les
lipides ingérés sont-ils préférentiellement oxydés, ou est-ce la voie de stockage qui va étre
privilégiée ? ». Ces données métaboliques sont donc complémentaires aux données sur |'appétit et
peuvent permettre d’avoir une vision plus globale de I'effet de parameétres d’intérét sur la balance
énergétique. Néanmoins, ce type de mesures implique également que I'étude soit réalisée dans un

centre de recherche clinique.

L’ensemble de ces considérations met en lumiéere la nécessité de faire des compromis dans la mise
en place d’une étude sur I'appétit, afin de privilégier la validité interne des résultats et le champ plus

large des parametres que |I'on peut explorer, ou la validité externe et le caractere écologique de
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I’étude, permettant d’obtenir des résultats plus facilement extrapolables au monde réel. Plusieurs
auteurs et en particulier Blundell et al. (2003; 2010) ont mis en avant le besoin d’imaginer des
approches permettant de combler le fossé entre laboratoire et vie réelle, par exemple par la mise en
place de protocoles qui permettent I'exploration du méme paramétre d’intérét dans des contextes

de recherche différents.

Dans la partie méthodologique de ce manuscrit (partie B), nous présenterons les méthodologies
habituellement utilisées pour étudier I'appétit, ainsi que la méthodologie que nous avons imaginée,
validée et mise en ceuvre lors de ce projet de these. Il s’agit d’'une méthodologie expérimentale avec
duplication du méme protocole dans deux lieux de recherches différents : un centre de recherche
clinique permettant une exploration physiologique de |'appétit et de la balance énergétique en
incluant des parametres métaboliques, et un centre de recherche permettant une exploration

comportementale de I'appétit dans un contexte écologique.

Avant cela, nous allons dans le chapitre suivant présenter I'état des connaissances scientifiques sur
les liens existant entre la fréquence des prises alimentaires et la balance énergétique et en particulier
I'appétit. En effet, apres avoir défini I'appétit, présenté les mécanismes connus de régulation et les
éléments susceptibles de moduler cette régulation, nous allons fixer notre attention sur un facteur
non abordé dans le présent chapitre qui se termine : le facteur temporel. Plus particulierement, le
nombre de nos prises alimentaires quotidiennes a-t-il des effets sur notre appétit et plus largement

sur notre balance énergétique, et quels sont les effets connus a ce jour ?
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Chapitre 2: Fréquence des prises alimentaires, quels effets sur
I'appétit et la balance énergétique ?

56



PARTIE A - Synthese bibliographique et problématique

La littérature scientifique sur les liens entre ce que nous mangeons (en termes de quantité et de
qualité) et notre état de santé est pléthorique. En revanche, beaucoup moins de travaux ont été
réalisés pour déterminer les relations entre « quand » nous mangeons et notre santé. Nous nous
intéressons plus particulierement aux liens existant entre le nombre de prises alimentaires par jour
et I'état de santé, pour les raisons que nous avons exposées dans l'introduction générale de ce
manuscrit.

Quelques auteurs se sont intéressés aux relations pouvant exister entre la fréquence des prises
alimentaires et le cancer colorectal, mettant en avant les conséquences potentiellement délétéres de
I"augmentation de la fréquence des prises alimentaires sur |'apparition de cancer (Tseng et al., 2000;

Coates et al., 2002), méme si ces résultats ont été récemment remis en question (Mekary et al.,

2012b). D’autres ont mis en avant I'effet délétére de 'augmentation des prises alimentaires sucrées
dans la journée sur I'apparition de caries dentaires (Kandelman, 1997). Mais, la grande majorité des
auteurs sur la thématique ont recherché les effets potentiels de la fréquence des prises alimentaires
sur la balance énergétique (via I'appétit ou la dépense énergétique) ou le métabolisme. Plusieurs
approches sont possibles pour étudier ces questions : les études chez I’'animal, ou chez 'Homme, les
enquétes épidémiologiques, les essais d’intervention et les travaux expérimentaux. Avant de passer
en revue chacune de ces approches, nous allons dans un premier temps préciser un des éléments qui
rend parfois difficile la comparaison entre les différentes études : la définition de la terminologie.

Certains auteurs étudient la fréquence des repas, d’autres les effets du grignotage, beaucoup parlent

de snacking,... mais le méme terme n’a pas le méme sens pour tous les auteurs.

2.1 Repas, snacking, grignotage,... de quoi parle-t-on ?

2.1.1 Repas et déstructuration des repas

Qu’est-ce qu’un repas ? La plupart des auteurs n’en proposent pas de définition élaborée. Il est plus
ou moins implicitement convenu qu’un repas est une prise alimentaire consommée a heures
régulieres au cours de la journée et répondant a certaines régles de temps, de lieu et d’action
(Latreille et al., 2008). Douglas et Nicod (1974), dans un article en anthropologie de I’alimentation,
définissent le repas comme étant une prise alimentaire structurée ; une prise alimentaire renvoyant
a toute ingestion de nourriture, quelle qu’en soit la nature, et un événement structuré se définissant
comme toute occasion sociale répondant a un ensemble de regles relatives au temps, a I'espace et a

la séquence d’actions.
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La déstructuration de l'alimentation et des repas, observée depuis quelques dizaines d’années, est
bien décrite par les sociologues de I'alimentation (Fischler, 1979; Herpin, 1988; Poulain, 2002b). Elle
repose sur cing éléments selon la grille proposée par Herpin (1988). La dé-concentration consiste en
un transfert des nourritures ingérées au cours des traditionnels repas, au profit des « petites » prises
alimentaires au cours de la journée. La dés-implantation renvoie au fait que les « nouvelles » prises
alimentaires observées en dehors des repas, ont lieu a des heures variables. La dé-synchronisation
renvoie au fait que ces prises alimentaire ne permettent souvent plus de communiquer entre
membres d’'une méme famille ou entre collegues et amis. La dé-localisation signifie que les
« nouvelles » formes d’alimentation ne sont pas prises dans un lieu privilégié comme le repas
« traditionnel » est pris a domicile, dans la cuisine ou la salle a manger. Enfin, la dé-ritualisation
indique que les « nouveaux » rythmes alimentaires ne privilégient plus aussi nettement qu’autrefois

les événements alimentaires rituels.

2.1.2 Snacking et grignotage ; quelles définitions ?

Comment appeler ces nouvelles prises alimentaires en dehors des repas principaux, et comment les
définir ? En langue anglaise, on parle le plus souvent de « snacks ». En Francais, le mot « snack » est
également utilisé, mais on emploie aussi les termes « collation » ou « grignotage ». D’un point de vue
sociologique, le terme « snack » est défini par Douglas (1979) comme étant une prise alimentaire non
structurée. Il s’agit d’'une prise alimentaire qui est dé-concentrée et/ou dés-implantée et/ou dé-
synchronisée et/ou dé-localisée. Si I’on sort du champ des sciences humaines, on se rend compte que
les chercheurs étudiant les conséquences de ces nouvelles prises alimentaires sur la santé emploient
pour la plupart le terme « snack » ou « snacking », mais utilisent tous des définitions de ces termes
bien différentes, en portant leur attention sur l'un ou l'autre des éléments ci-dessus, dés-
implantation ou dé-concentration principalement.

Certains auteurs font ainsi la distinction entre repas et snacks en fonction de I’heure de
consommation. Par exemple, selon Gregori et Maffeis (2007), les aliments consommés entre 8h et
10h, 12h et 14h, 18h et 20h peuvent étre considérés comme des repas ; en dehors de ces heures, il
s’agit de snacks. D’autres auteurs se basent sur la nature méme de I'aliment pour définir un snack
(Wurtman et al., 1993), leur composition nutritionnelle permettant alors de classifier les snacks en
deux catégories : snacks de haute qualité nutritionnelle (par exemple une pomme ou un verre de lait)
et snacks de faible qualité nutritionnelle (tels que des glaces ou des bonbons). Ce type de
classification laisse la place a une grande subjectivité, aucune classification objective des aliments de

type «snack » n’étant actuellement disponible (Johnson et al., 2010). Une troisieme méthode
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consiste a définir un repas (vs. un snack) non pas en fonction de I’heure de consommation et de la
qualité nutritionnelle de I'aliment ingéré, mais en fonction des groupes d’aliments qui sont
consommés ensemble. Par exemple, un repas a été défini comme des aliments consommés
ensemble et qui apportent au minimum 90 kcal pour certains auteurs (Bernstein et al., 1981) ou 375
kcal pour d’autres (McBride et al., 1990). De Castro (1993) a combiné |'énergie ingérée et 'intervalle
de temps entre les épisodes alimentaires pour faire la distinction entre snacks et repas. Une autre
stratégie consiste a laisser la liberté aux participants a I'étude de définir eux-mémes leurs prises
alimentaires comme étant un repas ou un snack (Jahns et al., 2001; Nielsen et al., 2002). Une étude
qualitative réalisée par Bisogni et al. (2007) a montré qu’en fonction des consommateurs, les snacks
peuvent faire référence a des épisodes alimentaires pris seul, ou en étant engagé dans une autre
activité au travail, ou, a la maison, quand seulement un aliment est consommé, et ce en dehors des
heures traditionnelles de repas. La stratégie de laisser chaque participant d’'une étude libre de
donner sa définition des snacks peut donc entrainer des variations trés importantes entre individus
dans la définition considérée. Louis-Sylvestre (2000) a proposé une définition physiologique du
grignotage, qui serait désigné par les prises faites en état de « non-faim physiologique », c’est-a-dire
les prises suscitées par I’ennui, le stress, I'occasion sociale. Enfin, d’autres auteurs ont implicitement
considéré la fréquence du snacking comme étant synonyme de la fréquence des prises alimentaires
(Kirk, 2000), alors que dans un grand nombre d’études, la définition n’est pas explicitement précisée
(Gregori et al., 2007).

Ces définitions variées du snacking rendent difficiles les comparaisons entre les travaux qui étudient
ses effets sur la santé. Les résultats allant en faveur ou a I'encontre du snacking ou du grignotage
dépendent en partie de la définition utilisée, ce qui complique par extension la mise en place de
recommandations en termes de santé publique (Johnson et al., 2010). Aussi, la nécessité de
I’élaboration d’une définition consensuelle a été a plusieurs reprises plébiscitée (Gregori et al., 2007,
Johnson et al., 2010; Gregori et al., 2011).

Comme déja précisé dans I'introduction générale, nous allons, dans ce manuscrit, nous focaliser sur
la notion de fréquence des prises alimentaires, soit le nombre quotidien d’ingestions de calories,

solides ou liquides.

2.2 Les études chez I’animal

Les modeéles animaux ne sont pas le centre de notre propos dans ce manuscrit, en particulier car les
comportements alimentaires naturels des rongeurs par exemple different considérablement des

comportements humains (cf. Fig. 1). L'impact de I'environnement sur leurs consommations est aussi
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difficilement comparable a ce qui se passe chez 'Homme. Néanmoins, les études chez I'animal
peuvent permettre de mettre en place facilement de situations expérimentales et d’observer les
effets physiologiques sur I'organisme. Les résultats de ces travaux peuvent ensuite servir a élaborer
des études chez 'Homme, afin de vérifier si les effets observés sont transposables a notre espece.

La plupart des études expérimentales soumettant les animaux a des fréquences différentes de prises
alimentaires rapportent que l'allongement des périodes de jeline inter-prandial est associé a une
meilleure santé et longévité, par le biais de I'amélioration des parametres métaboliques et
cardiovasculaires (Mattson, 2005). Par exemple, des rongeurs dont les périodes de jeline inter-
prandial étaient expérimentalement rallongées ont consommé 30 % moins de nourriture que ceux
qui étaient autorisés a manger librement (Wan et al., 2003). Dans d’autres études, ils ont vu leur
durée de vie rallongée de 30 % (Goodrick et al., 1983; Beauchene et al., 1986). Des animaux soumis a
ce type de régime ont montré, méme en condition isocalorique (c’est-a-dire avec une méme quantité
d’énergie ingérée), une amélioration de la régulation de la glycémie (Anson et al., 2003), ainsi qu’une

amélioration de la sensibilité a I'insuline (Anson et al., 2003; Wan et al., 2003).

Une étude récente (Hatori et al., 2012) a comparé pendant plus de 100 jours, différents schémas
temporels d’ingestion de calories chez des souris : avec accés 24h/24 a I'alimentation vs. un accés
limité a I'alimentation pendant 12h; ceux-ci étant proposés pour des régimes riches en lipides ou
équilibrés (cf. Fig. 11A). Les cinétiques d’ingestion montrent logiquement de grandes amplitudes
dans I'énergie ingérée pour les groupes ayant un acces limité a la nourriture vs. de faibles amplitudes
dans les groupes ayant un acces illimité (cf. Fig. 11B et 11C). Cependant, aucune différence dans
I’énergie ingérée n’a été observée, ni en énergie cumulée sur 'ensemble de la période (cf. Fig. 11D),
ni en consommation moyenne par jour (cf. Fig. 11E). En revanche, les souris ayant eu un acceés non
restreint a I'alimentation ont présenté une diminution significative de leur dépense énergétique, par
le calcul des aires sous la courbe (cf. Fig. 11F). Leur poids corporel a également été affecté par le type
de régime: en particulier, les souris sans acces restreint a la diete riche en lipides ont pris
significativement plus de poids que celles ayant eu un accés a cette méme diete pendant seulement
12h par jour (cf. Fig. 11G et 11H). Les souris n’ayant pas eu d’accés restreint a la nourriture ont par
ailleurs présenté une plus grande adiposité, une intolérance au glucose et une résistance a la leptine
plus élevées, ainsi qu’une inflammation plus importante (Hatori et al., 2012). L’ensemble des
résultats de cette étude illustre bien, chez le rongeur, l'effet délétére d’une diminution des
amplitudes dans le rythme alimentaire et mettent en avant I'importance de respecter des périodes
de jelne inter-prandial, indépendamment de la quantité d’énergie ingérée. Si les effets bénéfiques

de la préservation de la période de jelne inter-prandiale, méme quand la quantité totale
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consommeée est la méme, semblent relativement bien documentés chez I'animal (Mattson, 2005),

gue savons-nous de I'effet de la modification des rythmes alimentaires chez I’'Homme ?
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Figure 11 : Effets chez la souris de différents schémas temporels d’ingestion de calories sur le poids corporel (adapté de
(Hatori et al., 2012)). (A) : schématisation des 4 conditions d’étude. NA : régime équilibré ad libitum; NT : régime
équilibré avec acces limité ; FA : régime hyper-lipidique ad libitum ; FT : régime hyper-lipidique avec acces limité. (B) et
(C) : cinétiques moyennes d’ingestion d’aliments dans les 4 conditions. (D): consommations moyennes d’énergie
cumulées sur 'ensemble de la période. (E) : consommations moyennes d’énergie par jour. (F) : aires sous la courbe de la
dépense énergétique. (G) : photographies de souris en fin d’étude en conditions FA et FT. (H) : Evolution du poids moyen
sur ’ensemble de I’étude.

2.3 Que nous apprend I'approche épidémiologique ?

Les études épidémiologiques s’intéressant aux effets de la fréquence des prises alimentaires sont le
plus souvent des études transversales d’observation, permettant de corréler dans de grands
échantillons, le parametre « fréquence des prises alimentaires » a I'IMC ou a d’autres parametres
anthropométriques tels que le tour de taille ou encore a des indicateurs de la composition
corporelle, tels que I'adiposité. Ces approches permettent d’étudier les liens entre fréquence des
prises alimentaires et balance énergétique, en vie réelle, sans intervenir sur les habitudes

alimentaires des sujets d’étude.
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2.3.1 Unerelation inverse entre fréquence des prises alimentaires et IMC ?

Une des premieres études épidémiologiques ayant mis en évidence des corrélations entre la
fréquence des prises alimentaires et le poids corporel a été réalisée par Fabry et al. (1964). Les
auteurs ont démontré dans un échantillon de 379 hommes Tchécoslovaques ayant entre 60 et 64
ans, une relation inverse entre la fréquence habituelle déclarée des prises alimentaires quotidiennes
et la prévalence de surpoids (cf. Fig. 12), ainsi qu’avec I'épaisseur moyenne des plis cutanés. Fabry et
al. ont également mis en évidence dans ces travaux une relation inverse entre fréquence des prises
alimentaires et d’autres facteurs de risque de maladies chroniques, tels que I’hypercholestérolémie
et la diminution de la tolérance au glucose (cf. Fig. 12). Les mémes liens ont été observés dans un

autre échantillon plus réduit de 89 hommes agés de 30 a 50 ans (Hejda et al., 1964).
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Figure 12 : Relations entre la fréquence des prises alimentaires quotidiennes, le surpoids, I’hypercholestérolémie et la
tolérance au glucose chez 379 hommes. Les valeurs de P indiquent pour chacune des variables, les différences
significatives entre les groupes constitués en fonction du nombre de prises alimentaires (tiré de (McCrory et al., 2011), a

partir des données de (Fabry et al., 1964)).
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Suite aux travaux de Fabry et al., d’autres auteurs ont exploré les liens pouvant exister entre
fréquence des prises alimentaires et parametres anthropométriques chez I'adulte. Nous avons
répertorié au total une trentaine d’études dont les enseignements principaux sont rapportés dans le
tableau 3. Parmi ces trente études, quatorze vont globalement dans le sens des résultats de Fabry et
al., rapportant des corrélations négatives entre le nombre de prises alimentaires quotidiennes et
I'IMC (Charzewska et al., 1981; Whybrow et al., 1997; Ruidavets et al., 2002; Ma et al., 2003; Nikolic
et al., 2005; Holmback et al., 2010), le pourcentage de masse grasse (%MG) (Wahlqvist et al., 1999),
le tour de taille (TT) (Holmback et al., 2010), le ratio tour de taille/tour de hanches (TT/TH) (Ruidavets
et al., 2002) ou encore la cholestérolémie (Edelstein et al., 1992; Titan et al., 2001), méme si parmi
ces études, certaines trouvent des résultats mixtes. Par exemple, Drummond et al. (1998) ont mis en
évidence une corrélation négative entre fréquence des prises alimentaires et IMC dans un
échantillon de 42 hommes, mais pas dans un autre échantillon de 37 femmes. D’autres (Edelstein et
al., 1992; Titan et al., 2001) ont trouvé une relation négative avec certains parameétres (TT/TH ou
cholestérolémie), mais pas avec I'IMC. Une dizaine d’études n’a pas mis en évidence de relations
significatives (Dreon et al., 1988; Kant et al., 1995; Andersson et al., 1996; Summerbell et al., 1996;
Amosa et al., 2001; Hampl et al., 2003; Duval et al., 2008; Berg et al., 2009; Mills et al., 2010; Spanos
et al., 2010), alors que six études vont a I'encontre des résultats initiaux de Fabry et al., en trouvant
une corrélation positive entre la fréquence habituelle des prises alimentaires et I'IMC (Berteus
Forslund et al., 2002; Berteus Forslund et al., 2005; Huang et al., 2005; Howarth et al., 2007; Marin-
Guerrero et al., 2008) ou le %MG (Yannakoulia et al., 2007).

Pres de la moitié des études épidémiologiques répertoriées (14 sur 30) vont donc dans le sens d’un
effet bénéfique de I'augmentation de la fréquence des prises alimentaires, alors que seulement 6 sur
30 suggerent I'effet inverse. Cependant, il est difficile de tirer des conclusions a la vue de ces travaux,
en particulier a cause de nombreux facteurs confondants ou biais méthodologique qui ne sont pas

toujours pris en compte et qui sont susceptibles de modifier I'interprétation des résultats.
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Tableau 3 : Revue des études épidémiologiques transversales explorant les liens entre la fréquence habituelle des prises
alimentaires et les paramétres anthropométriques ou de composition corporelle, chez I’adulte.

Sous -

1% Auteur, année Effectif Parameétres étudiés Relation. avec !a fréql{ence des décl.aration
prises alimentaires prise en

compte
(Fabry et al., 1964) 379 Surpoids, plis cutanés - Non
(Hejda et al., 1964) 89 Surpoids, plis cutanés - Non
(Metzner et al., 1977) 2028 Index d'adiposité - Non
(Charzewska et al., 1981) 886 IMC, %MG - Non
(Wahlqvist et al., 1999) 293 %MG - Non
(Ma et al., 2003) 499 IMC - Non
(Nikolic et al., 2005) 144 IMC - Non
(Whybrow et al., 1997) 44 IMC - Oui
(Ruidavets et al., 2002) 330 IMC, TT/TH - Oui
(Holmback et al., 2010) 3009 IMC, TT - Oui
(Titan et al., 2001) 14666 IMC, cholestérol - (cholestérol), NS (IMC) Non
(Edelstein et al., 1992) 2034 IMC, TT/TH, cholestérol - (TT/TH), - (cholesterol), NS (IMC) Non
(Drummond et al., 1998) 95 IMC - (hommes) NS (femmes) Oui
(Smith et al., 2011) 2775 TT, cholestérol - (hommes) NS (femmes) Oui
(Dreon et al., 1988) 155 IMC, %MG NS Non
(Kant et al., 1995) 7147 IMC NS Non
(Amosa et al., 2001) 82 IMC NS Non
(Hampl et al., 2003) 3267 IMC NS Non
(Berg et al., 2009) 3610 IMC NS Non
(Spanos et al., 2010) 160 IMC NS Non
(Summerbell et al., 1996) 220 IMC NS Oui
(Andersson et al., 1996) 147 IMC NS Oui
(Duval et al., 2008) 69 IMC, %MG NS Oui
(Mills et al., 2010) 1099 IMC NS Oui
(Yannakoulia et al., 2007) 114 %MG Ts(f(;fnmm”;s; 22‘:22:2;’:3;:)) oui
(Berteus Forslund et al., 2002) 177 IMC + Non
(Berteus Forslund et al., 2005) 4259 IMC + Non
(Marin-Guerrero et al., 2008) 34974 IMC + Non
(Huang et al., 2005) 2685 IMC + Oui
(Howarth et al., 2007) 2685 IMC + Oui

TT : Tour de Taille, TH : Tour de Hanches, %MG : Pourcentage de masse grasse

- : corrélation négative, + : corrélation positive, NS : non significatif (pas de corrélation)
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2.3.2 Biais méthodologiques des études épidémiologiques transversales

Le premier biais méthodologique qui est mis en lumiére en particulier par Bellisle et al. (1997)
concerne la fiabilité de la classification des sujets en fonction de la fréquence de leurs prises
alimentaires. Il existe une grande hétérogénéité dans la facon dont cette classification est réalisée : a
partir de relevés alimentaires sur 2 semaines (Hejda et al., 1964), 7 jours (Dreon et al., 1988;
Summerbell et al., 1996; Drummond et al., 1998), 3 jours (Ruidavets et al., 2002; Yannakoulia et al.,
2007) ou simplement un seul rappel des prises alimentaires sur 24 heures (Metzner et al., 1977; Kant
et al., 1995) ou encore des questionnaires de fréquences alimentaires (Titan et al., 2001). Etant
donné que l'estimation des fréquences de prises alimentaires a été trouvée dans certaines études
tres peu reproductible (Kant et al.,, 1995), il semblerait raisonnable de réaliser des relevés
alimentaires répétés sur une longue période afin d’obtenir, pour chaque sujet, une bonne estimation
du nombre moyen de ses prises alimentaires quotidiennes, ce qui n’est pas le cas d’un bon nombre
d’études.

Par ailleurs, le probléeme de la sous-déclaration peut étre une autre source d’erreur dans
I'interprétation des résultats. En effet, la sous-déclaration des prises alimentaires existe a la fois chez
les sujets de poids normal et chez les sujets obeses (Bandini et al., 1990), mais plusieurs travaux ont
bien démontré que cette sous-déclaration est plus importante chez des sujets obeses
comparativement a des sujets de poids normal (Prentice et al., 1986; Lichtman et al., 1992; Black et
al., 1993). Il semblerait aussi que les prises alimentaires hors repas soit les plus sujettes a étre non
rapportées dans les études déclaratives, ce qui est susceptible d’affecter fortement la validité de
I’estimation de la fréquence des épisodes alimentaires (Livingstone et al., 1990; Poppitt et al., 1995).
La non prise en compte de la sous-déclaration pourrait potentiellement expliquer la relation inverse
observée entre fréquence des prises alimentaire et IMC. Dans certaines études, le fait de prendre en
compte la sous-déclaration, en utilisant par exemple la méthode de Goldberg et al. (1991), modifie
les relations observées. Ainsi, la corrélation négative observée entre fréquence des prises
alimentaires et IMC dans I'étude d’Andersson et al. (1996) n’est plus significative aprés prise en
compte de la sous-déclaration. La démonstration est faite également dans I'étude d’Huang et al.
(2005) : les auteurs n’observent pas de corrélation dans la totalité de leur échantillon, alors qu’une
relation positive apparait entre fréquence des prises alimentaires et IMC en prenant en compte la
sous-déclaration.

Bellisle et al. (1997) mettent en lumiéere un autre biais potentiel dans ce type d’étude : le phénomene
de « causalité inversée » qui fait référence au fait que les personnes qui sont en surpoids ou obéses
sont plus susceptibles de sauter un ou des repas (en particulier le petit déjeuner) dans I'objectif de

perdre du poids (Summerbell et al., 1996; Bellisle et al., 1997). Ce phénomeéne est un facteur
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confondant susceptible d’étre en partie responsable de la relation inverse observée dans plusieurs
études entre IMC et fréquence des prises alimentaires. Certaines études ont néanmoins pris en
compte la causalité inversée dans leur analyse (Drummond et al., 1998; Ruidavets et al., 2002) et
observent, méme aprés ajustement, un effet bénéfique de I'augmentation du nombre de prises
alimentaires sur le statut pondéral.

D’autres facteurs confondants sont également suspectés, tels que le niveau d’activité physique.
Duval et al. (2008) ont trouvé une corrélation négative entre la fréquence des prises alimentaires et
I'IMC ainsi que le %$MG dans un échantillon de 85 femmes agées de 48 a 55 ans. Apres ajustement
sur l'activité physique (ainsi que sur le pic de consommation d’oxygéne), plus aucune corrélation
n’apparait entre les parametres d’adiposité et la fréquence des prises alimentaires. Les auteurs
suggerent le role prépondérant de I'activité physique dans la relation négative souvent observée

entre la fréquence des prises alimentaire et I'IlMC ou la composition corporelle (Duval et al., 2008).

L'ensemble de ces données épidémiologiques et de ces considérations méthodologiques rendent
difficiles toute conclusion sur I'effet potentiel de la fréquence des prises alimentaires sur I'lMC et la
composition corporelle. La nécessité d’études prospectives a déja été mise en avant (Danone
Vitapole, 2004) et pourrait aider a éclairer sur I'existence et le sens de cette relation, qui semble dans
tous les cas complexes, et qui pourrait aussi s’exprimer différemment dans des cultures différentes
(Danone Vitapole, 2004). Dans cette optique, la toute récente étude de Mekary et al. (2012a) est un
exemple a suivre. Les auteurs ont pu suivre, aux Etats-Unis, 29 206 hommes entre 1992 et 2008 : la
fréquence habituelle des prises alimentaire a été déclarée en 1992 et I'apparition de diabete de type
2 et de maladies cardiovasculaires a été suivie pendant 16 ans. Dans cette étude, il a été montré que
la prise réguliere d’un petit déjeuner pouvait diminuer considérablement I'apparition d’un diabéte de
type 2, indépendamment de I'IMC ou de la qualité de I'alimentation. Par ailleurs, comparée a un
rythme de trois repas par jour, la diminution du nombre de prises alimentaires (1 a 2 prises) et son
augmentation (supérieur a 4 prises), étaient toutes les deux associées a un risque accru d’apparition
du diabete de type 2, méme si ces dernieres associations étaient liées a une augmentation de I'lMC.
Les auteurs avancent la nécessité de multiplier ce type d’études, dans un échantillon de femmes et

dans d’autres cultures (Mekary et al., 2012a).

2.4 Les études d’intervention

Les études épidémiologiques permettent d’observer le comportement des individus et de faire des

liens avec leur état de santé. Une autre approche est de modifier le comportement de sujets d’étude

66



PARTIE A - Synthese bibliographique et problématique

pendant une période définie, via un essai d’intervention, et de mesurer les modifications de
parameétres de santé a la suite de cette intervention. Il existe principalement deux types d’études
d’intervention s’étant intéressés a I'effet de la modification de la fréquence des prises alimentaires.
Le premier est principalement destiné a des sujets obéses auxquels les expérimentateurs proposent
de participer a un programme visant a perdre du poids, via un régime hypocalorique. Il est demandé
aux différents participants d’ingérer la portion calorique quotidienne visée selon différentes
modalités temporelles : une unique prise par jour, trois prises par jour, six ou neuf prises alimentaires
dans la journée (Palmer et al., 2009). Ce régime est suivi pendant une période de temps donnée qui
peut différer énormément en fonction des études, pouvant aller d’'une semaine (Garrow et al., 1981)
a un an (Berteus Forslund et al., 2008). Les parametres d’intérét mesurés avant et apres (voire
pendant) I'intervention sont principalement le poids corporel, des mesures liées a I'appétit comme la
sensation de faim ou des biomarqueurs de la faim et de la satiété, ainsi que d’autres paramétres liés
aux risques de diabéte ou aux risques cardiovasculaires, tels que les profils insuliniques, glycémiques
ou encore la cholestérolémie.

Le second type d’étude s’adresse le plus souvent a des sujets de poids normal, sans objectif de perte
de poids, donc sans restriction calorique. L'intervention consiste a tester différentes fréquences de
prises alimentaires : un vs. trois repas (Stote et al., 2007), trois vs. neuf prises (Arnold et al., 1994),
trois vs. dix-sept prises (Jenkins et al., 1989; 1995), ou encore de tester I'ajout d’un aliment de type
« snack » obligatoire dans la ration quotidienne (Whybrow et al., 2007; Zaveri et al., 2009). Comme
dans les études de perte de poids, la durée de l'intervention est variable et les parameétres d’intérét

étudiés sont globalement les mémes.

2.4.1 Quels effets sur le poids, la composition corporelle, la dépense énergétique et les
autres parametres physiologiques ?

La grande majorité des études d’intervention, qu’elles soient dans un objectif de perte de poids ou
pas, n‘ont pas mis en évidence de relation entre la modification de la fréquence des prises
alimentaires et le poids corporel. Une revue de Bellisle et al. (1997) concernant les interventions
visant une perte de poids, concluait a une absence d’effet de la fréquence des prises alimentaires sur
la perte de poids pendant une période de restriction calorique. Une revue de littérature récente de
Palmer et al. (2009) aboutit a la méme conclusion. Dans cette derniére revue, aucune des dix études
d’intervention (dont (Verboeket-van de Venne et al., 1993b; Poston et al., 2005; Vander Wal et al.,
2006; Berteus Forslund et al., 2008)) visant une perte de poids n’a montré un effet de la fréquence
des prises alimentaires sur le poids corporel. Plus récemment, Cameron et al. (2010) ont examiné les

effets de huit semaines de restriction calorique chez des sujets obéses. Les sujets consommaient la
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méme ration calorique soit en trois, soit en six prises alimentaires. Les participants ont perdu environ
5 % de leur poids initial, mais aucune différence n’a été observée entre les deux groupes. Dans la
revue de Palmer et al. (2009), quinze études d’intervention sans restriction calorique ont été
répertoriées, parmi lesquelles seulement trois (Dallosso et al., 1982; King et al., 1999; Stote et al.,
2007) font état d’une relation entre fréquence des prises alimentaires et variation du poids corporel
pendant respectivement 8, 4 et 2 semaines. Cependant les variations de poids observées dans ces
trois études étaient particulierement faibles. Toutes les autres études, proposant des rations ad
libitum ou standardisées ont conclu a I'absence de relation (Palmer et al., 2009). Les travaux ayant
rapporté des mesures du tour de taille (Vander Wal et al., 2006; Berteus Forslund et al., 2008) n’ont
pas non plus trouvé d’effet de la fréquence des prises alimentaires sur ce parametre pendant

I'intervention nutritionnelle.

Deux études ont démontré des variations significatives de la composition corporelle au cours d’essais
d’intervention. Chapelot et al. (2006) ont observé une légére augmentation de la masse grasse, chez
douze hommes de poids normal, déclarant habituellement quatre prises alimentaires par jour,
soumis pendant quatre semaines a un rythme de trois prises quotidiennes (avec choix alimentaires
libres). Stote et al. (2007) ont démontré qu’une seule prise alimentaire par jour (vs. 3) pouvait induire
une diminution de la masse grasse pendant une intervention non hypocalorique de huit semaines
chez des sujets de poids normal. En dehors de ces deux résultats, les autres études d’intervention
ayant mesuré la composition corporelle n‘ont pas trouvé d’effet de la fréquence des prises
alimentaires, que ce soit dans les études visant a perdre du poids (Finkelstein et al., 1971; Schlundt et
al., 1992; Verboeket-van de Venne et al., 1993b; Vander Wal et al., 2006; Cameron et al., 2010;
Bachman et al., 2012) ou les autres (Whybrow et al., 2007).

Tres peu d’études ont mesuré la dépense énergétique dans les essais d’intervention visant a étudier
I'effet de la fréquence des prises alimentaires, ce qui est regrettable étant donné que I'activité
physique peut étre un facteur confondant. Une seule étude (Whybrow et al., 2007) a montré que
I'ajout d’une prise alimentaire supplémentaire dans la ration a induit une augmentation de la
dépense énergétique estimée a partir de I'enregistrement du rythme cardiaque. Selon les auteurs de
cet article, cette augmentation pourrait étre expliquée soit par une augmentation de Ia
thermogénese induite par le repas, soit par une augmentation volontaire de I’activité physique, soit
par les limites de la méthode de mesure. Les quelques autres études ayant mesuré 'activité physique
ou la dépense énergétique n’ont pas rapporté de différences liées a la modification de la fréquence
des prises alimentaires (Dallosso et al., 1982; Schlundt et al., 1992; Stote et al., 2007; Berteus
Forslund et al., 2008).
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Jenkins et al. (1989; 1995) ont trouvé que la concentration moyenne d’insuline sur une période de
12h était diminuée en moyenne de pres de 28 % aprés deux semaines d’intervention avec 17 prises
vs. 3 prises alimentaires quotidiennes. Deux autres études (Gwinup et al., 1963; Arnold et al., 1993)
ont mis en évidence des courbes insuline/glucose plus plates avec des fréquences de prises
alimentaires plus élevées, sans montrer de différence dans le calcul des aires sous la courbe (Arnold
et al., 1993) (non calculé pour (Gwinup et al., 1963)). Young et al. (1971) ont trouvé que la tolérance
a une charge orale de glucose était diminuée apres un régime hypocalorique de 5 semaines en ne
faisant qu’une prise alimentaire quotidienne, suggérant un effet délétere d’une faible fréquence des
prises alimentaires. Ces effets de la fréquence des prises alimentaires sur les profils insuliniques,
glycémiques ou sur la tolérance a une charge orale de glucose n’ont pas été vérifiés dans plusieurs
autres études (Finkelstein et al., 1971; Arnold et al., 1994; Poston et al., 2005; Stote et al., 2007;

Berteus Forslund et al., 2008).

Le cholestérol sanguin pourrait étre aussi modifié par les études d’intervention, suggérant un effet
bénéfique de l'augmentation de la fréquence des prises alimentaires. Cet effet a été observé
principalement dans les études sans restriction calorique, ne visant pas une perte de poids (Palmer et
al., 2009; 2011). Une revue de littérature de Mann (1997) indique que, méme si certaines études
n’ont pas montré d’effet bénéfique, aucun effet délétere de I'augmentation du nombre de prises
alimentaires n’a été observé sur la cholestérolémie et les autres parametres lipidiques sanguins.
Bhutani et al. (2009) concluent aussi a un effet bénéfique sur les concentrations plasmatiques de
cholestérol total et de LDL-cholestérol, alors que I'effet sur celle de HDL-cholestérol reste incertain.
Enfin, la concentration plasmatique en triglycérides (TG) a été diminuée dans plusieurs études
d’intervention, mais cet effet a été observé autant quand la fréquence des prises alimentaire a été
diminuée (Stote et al., 2007), ou augmentée (Jenkins et al., 1989), ce qui ne permet pas de supposer

de relation linéaire entre le nombre de prises alimentaires par jour et la concentration en TG.

2.4.2 Etudes d’intervention et appétit

Tres peu d’études d’intervention ont évalué I'effet de la fréquence des prises alimentaires sur
I'appétit. Stote et al. (2007) ont démontré une augmentation de la sensation de faim (enregistrée
une fois par jour, juste avant le repas du soir), lorsque des sujets consomment pendant huit semaines
toute leur énergie quotidienne en une seule prise (le soir) vs. en trois prises réparties dans la journée

(cf. Fig. 13).
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Figure 13 : Evolution de la sensation de faim dans un essai d’intervention de 8 semaines comparant deux fréquences de
prises alimentaires : un seul vs. trois repas par jour (tiré de (Stote et al., 2007)). Les sensations de faim ont été mesurées
sur une échelle visuelle analogique de 100 mm.

Dans une autre étude récente de Bachman et al. (2012), 51 sujets en surpoids ou obeses ont été
soumis a une intervention de 6 mois, visant a perdre du poids. La moitié des sujets ont consommé
leur ration calorique en 3 prises par jour; l'autre moitié a été soumise a une fréquence de
consommation élevée dite « grazing » (100 kcal minimum toutes les 2-3 heures). La sensation de
faim a été enregistrée avant chacun des trois repas principaux (petit déjeuner, repas de midi et diner)
avant l'intervention, a 3 mois, et a 6 mois en fin d’intervention. Une moyenne du niveau de faim a
été faite pour chacun de ces 3 jours pour chaque participant. Les auteurs rapportent apres 6 mois
une diminution de la sensation de faim dans le groupe soumis a une fréquence de prise alimentaires
élevée (cf. Fig. 14), alors que les quantités caloriques ingérées n’ont pas été trouvées différentes

entre les groupes.

Les résultats de ces deux études suggerent une corrélation négative entre le nombre de prises
alimentaires quotidienne et la sensation de faim. Cependant, cette corrélation n’a pas été confirmée
par les études ayant enregistré la sensation de faim sur I’ensemble d’une journée au cours de
I'intervention (Johnstone et al., 2000; Cameron et al., 2010; Leidy et al., 2010b). Cameron et al.
(2010) ont comparé les profils de ghréline et de PYY pendant 6 heures, avant et aprés une
intervention de 8 semaines visant a perdre du poids selon deux modalités de consommation : 3 ou 6
prises alimentaires par jour. Aucun effet de la fréquence des prises alimentaires n’a été observé sur

les profils de ghréline et de PYY.
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Figure 14 : Evolution de la sensation de faim dans un essai d’intervention de 6 mois visant a perdre du poids et
comparant deux fréquences de prises alimentaires : trois repas par jour vs. « grazing » (au moins 100 kcal toutes les 2-3
heures) (tiré de (Bachman et al., 2012)).

Enfin, parmi les études d’intervention qui laissent les sujets libres de faire leurs choix alimentaires, ne
donnant que des instructions sur la distribution de I’énergie ingérée au cours de la journée, la plupart
n‘ont mis en évidence aucune différence dans |'énergie ingérée entre les groupes soumis a
différentes fréquences alimentaires (Leidy et al., 2010b; Palmer et al., 2011; Bachman et al., 2012).
En revanche, King et al. (1999) ont montré une diminution de la quantité d’énergie ingérée dans une
intervention de quatre semaines, dans un groupe de sujets ayant diminué le nombre de ses prises
alimentaires quotidiennes. Dans cette méme étude, la consommation totale d’énergie n’a pas été
affectée dans un groupe de sujet ayant augmenté sa fréquence des prises alimentaires. Chapelot et
al. (2006) et Whybrow et al. (2007) ont également mis en évidence une relation positive entre I'ajout
d’une prise alimentaire (aliment de type « snack ») dans la ration et la quantité totale d’énergie
ingérée, méme si cet effet n’a pas été maintenu sur toute la période d’intervention pour I'une des

études (Chapelot et al., 2006).

2.4.3 Limites des études d’intervention

Beaucoup d’études d’intervention investiguant les effets de la modification de la fréquence des
prises alimentaires ont été réalisées avec des petits échantillons (Palmer et al., 2009). Ceci pourrait
expliquer la difficulté a mettre en évidence des effets significatifs sur le poids corporel ou les autres
parameétres de santé, par manque de puissance statistique. Par ailleurs, peu d’études ont été
réalisées sur de longues périodes ; elles durent le plus souvent entre une et huit semaines, ce qui
semble le plus souvent insuffisant pour observer des effets sur le poids ou d’autres parameétres de
santé.

Une des raisons pour laquelle ces études d’intervention sont le plus souvent de courte durée, réside

dans le fait qu’il est particulierement difficile de demander a des sujets de se soumettre a une
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fréquence de prises alimentaires, souvent inhabituelle pour eux, sur de longues périodes. L'adhésion
des sujets a une intervention est d’ailleurs difficile a mesurer, en particulier car il n’existe pas de
mesure standardisée de I'adhésion des sujets a des essais d’intervention en santé (Vitolins et al.,
2000). Dans la revue de littérature de Palmer et al. (2009), 60 % des études d’interventions analysées
ne donnent aucune information sur la capacité des sujets a adhérer aux fréquences de prises
alimentaires qui leur ont été demandées de respecter. Les autres études donnent des résultats trés
disparates ; 'adhésion des sujets semblant dans tous les cas meilleure dans le cas des interventions
les moins longues.

La nécessité d’interventions plus longues pour espérer observer des effets de la fréquence des prises
alimentaires sur le poids corporel, et la difficulté qu’ont les individus a adhérer a une intervention sur

de longues périodes rendent difficiles les possibilités d’amélioration de la méthodologie.

Il est difficile de mesurer a quel point ces considérations méthodologiques pésent dans les résultats
observés. Les études d’intervention montrent dans leur ensemble peu d’effets de la modification de
la fréquence des prises alimentaire sur le poids et la composition corporelle. Les effets sur les
parameétres physiologiques, la dépense énergétique ou encore I'appétit ne vont pas toujours dans le
méme sens ou sont trés peu abordés dans les études d’intervention. Afin d’aller plus loin dans
I'investigation des effets sur les parametres physiologiques, tels que la glycémie ou l'insulinémie,
ainsi que sur |'appétit, de nombreuses études expérimentales ont été mises en place. Elles
permettent de mieux contréler les potentiels facteurs confondants, d’améliorer la précision des
mesures et aussi d’aller plus loin dans I'investigation des paramétres, en particulier physiologiques.
Nous allons, dans le paragraphe suivant, présenter |'apport des études expérimentales dans la
connaissance des liens entre la fréquence des prises alimentaires et I'équilibre de la balance

énergétique.

2.5 L’étude expérimentale de la fréquence des prises alimentaires

Nous allons présenter les études expérimentales qui étudient I'effet de la modification de la
fréquence des prises alimentaires. Elles se différencient des études d’intervention par leur durée : ce
sont des études a court terme. Par ailleurs, les études expérimentales sont le plus souvent menées
entierement en laboratoire, contrairement aux études d’intervention qui impliquent une période de
test durant laquelle les participants meénent leur vie habituelle tout en modifiant leurs habitudes
alimentaires, ainsi que des mesures en laboratoire a des temps prédéfinis de I'étude. Le schéma le

plus classique adopté pour les études expérimentales est de proposer a des sujets de consommer la

72



PARTIE A - Synthese bibliographique et problématique

méme quantité contrbélée d’aliments sur une période de temps définie (quelques heures a une ou
plusieurs journées), selon plusieurs modalités de fréquence (par exemple 3 vs. 6 prises). Pendant
toute la durée de I'expérience, un certain nombre de parametres sont mesurés, dont la plupart sont
liés au métabolisme ou a l'appétit. On peut de cette fagon étudier les effets « en aigu» du
fractionnement alimentaire, c’est-a-dire de I'augmentation isocalorique de la fréquence des prises

alimentaires.

2.5.1 Parametres métaboliques

2.5.1.1 Parameétres sanguins

Les réponses glycémiques et insuliniques sont parmi les paramétres sanguins les plus étudiés dans les
études expérimentales recherchant les effets de la fréquence des prises alimentaires. Jenkins et al.
(1990) ont soumis des sujets a I'ingestion d’une portion de 50g de glucose dans 700ml d’eau, soit en
une prise de 5-10 minutes, soit en la sirotant de facon continue pendant 3,5 heures. Les réponses
glycémiques et insuliniques ont été trouvées trés différentes entre les deux groupes (cf. Fig. 15).
L'ingestion continue pendant 3,5 heures a induit la perte de la grande excursion glycémique
observée lors de I'ingestion en une prise. Aucune différence n’a été observée dans les aires sous la
courbe (ASC) pour la glycémie, entre les deux groupes. En revanche, les auteurs rapportent une
diminution significative de I’ASC pour l'insulinémie, la réponse insulinique étant nettement diminuée
lors de I'ingestion en continue. Aussi, la quantité d’insuline secrétée dans le sang ne dépend pas
uniqguement de la quantité totale d’énergie ingérée, mais aussi du rythme de cette ingestion ; une
ingestion de type « sirotage » étant associée a une économie dans la production d’insuline. Les
profils glycémiques et insuliniques observés apres sirotage sont associés a une baisse des
concentrations sanguines d’acides gras non estérifiés (AGNE) (cf. Fig. 15), présentée par les auteurs
comme étant positive car le sirotage permet ainsi de prolonger la suppression de I'effet inhibiteur
des AGNE sur la captation du glucose (cf. le cycle de Randle (Randle et al., 1963; Hue et al., 2009)), le
glucose disparaissant ainsi de la circulation sanguine avec une quantité moindre d’insuline secrétée
par le pancréas (Jenkins et al., 1990). Wolever (1990) a confirmé ces effets sur une plus longue
durée, en demandant a 7 hommes de poids normal d’ingérer une solution liquide énergétique, soit
en trois priseaT=0,T=4etT=8 heures vs. 72 prises identiques a 10 minutes d’intervalle pendant
12 heures. L’ASC de l'insuline a été diminuée de 32 % en sirotant la solution, sans modification de
I’ASC pour la glycémie. La concentration moyenne en AGNE a également été diminuée de 20 % en

sirotant comparativement a I'ingestion en 3 prises.
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Figure 15 : Réponses glycémique, insulinique et de la concentration plasmatique en acides gras non estérifiés (NEFA),
apreés l'ingestion de 50g de glucose dans 700ml d’eau, en une prise de 5-10 min vs. en « sirotage » continu pendant 3,5

heures. En trait plein : une seule prise a T = 0, en pointillé : prise sirotée pendant 3,5 heures (tiré de (Jenkins et al.,
1990)).

Suite a ces travaux, d’autres auteurs ont mis en évidence des cinétiques d’insulinémie et de glycémie
semblables a celles des deux études précédemment citées, en proposant aux sujets des conditions
expérimentales plus proches de la réalité qu’'un « sirotage » expérimental. Ces études ont été
menées chez des sujets sains de poids normal (Jones et al., 1993; Speechly et al., 1999b; Solomon et
al., 2008; Holmstrup et al., 2010), obéses (Speechly et al., 1999a) ou diabétiques (Jenkins et al., 1992;
Segura et al., 1995). Les études plus anciennes ont mis en évidence des différences dans les aires
sous la courbe pour I'insuline (Jenkins et al., 1992; Jones et al., 1993; Segura et al., 1995), alors que
deux études plus récentes (Solomon et al., 2008; Holmstrup et al., 2010) ont montré des profils
similaires, mais sans mettre en évidence de différences significatives entre les conditions. Par
exemple, Solomon et al. (2008) ont comparé chez cing hommes sains les profils insuliniques induits
par I'ingestion de 2 vs. 12 prises alimentaires sur une période de 8 heures (comparée également a
une situation de jeline). Les cinétiques trouvées sont différentes, mais aucune différence dans les
ASC n’a été démontrée (cf. Fig. 16). Holmstrup et al. (2010) n’ont pas non plus mis en évidence de
différence dans les ASC pour linsuline sur une période de 12h, en comparant une méme ration
ingérée en 3 vs. 6 prises. En revanche, les ASC pour la glycémie étaient différentes dans cette

derniere étude; I’ASC étant augmentée lorsque la ration était ingérée en 6 fois.
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Figure 16 : Réponses insuliniques et aires sous la courbe pour l'insuline, aprés une méme portion alimentaire
consommée en 2 prises (LOFREQ), 12 prises (HIFREQ), ou une période de jeline (FAST), sur une durée de 8h (tiré de
(Solomon et al., 2008))

Peu d’études expérimentales (Wolever, 1990; Jenkins et al., 1992; Jones et al., 1993) ont recherché
les effets d’une modification de la fréquence des prises alimentaires sur les concentrations de
cholestérol et de TG. Méme si les résultats vont plutot dans le sens d’'un effet bénéfique du
fractionnement alimentaire (Wolever, 1990), le peu de travaux et les résultats inconsistants sur du

plus long terme ne permettent pas de conclure sur cette question (Danone Vitapole, 2004).

2.5.1.2 Dépense énergétique

Quelques auteurs ont étudié l'effet de la fréquence des prises alimentaires sur la dépense
énergétique, en particulier sur la thermogénése induite par le repas (Diet Induced Thermogenesis ou
DIT). Belko et al. (1987) et Kinabo et al. (1990) sont parmi les premiers a avoir évalué I'effet sur la DIT
d’une ration alimentaire consommée en 2 vs. 4 et 1 vs. 2 prises respectivement pendant des périodes
de 10 et 6h. Aucune de ces deux études n’a mis en évidence d’effet de la fréquence des prises
alimentaires sur la DIT. Tai et al. (1991) et Leblanc et al. (1993) ont mis en place des protocoles trés
similaires sur des durées de respectivement 5 et 4 heures. lls ont évalué I'effet de la consommation
de la méme portion en 1 vs. 6 et 1 vs. 4 prises respectivement, mais ont trouvé des résultats
opposés : une DIT diminuée avec des prises plus fréquentes pour Tai et al. (1991), I'inverse pour
Leblanc et al. (1993). Dans une étude plus récente, Smeets et al. (2008a) ont mesuré pendant 24

heures la DIT chez des femmes de poids normal consommant la méme ration en 2 (petit déjeuner +
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diner) vs. 3 (petit déjeuner + déjeuner + diner) repas. Aucune différence sur la DIT mesurée dans une
chambre calorimétrique n’a été observée entre les deux conditions. Ces mémes auteurs ont dans la
méme étude mis en évidence une augmentation de l'oxydation lipidique et une diminution de
I’oxydation glucidique en consommant trois comparativement a deux repas. Munsters et al. (2012)
n’ont quant a eux, pas mis en avant de différence significative dans la quantité de glucides et de
lipides oxydés sur 24 heures, entre une alimentation a 3 vs. 14 prises alimentaires.

Dans I'étude de Smeets et al. (2008a), aucune différence n’a été observée entre les deux conditions,
sur la dépense énergétique totale. Toutes les autres études expérimentales ayant mesuré la dépense
énergétique totale ont des résultats concordants: aucune n’a trouvé d’effet significatif de la
fréquence des prises alimentaires, quel que soit le type de sujets participants a I'étude (hommes ou
femmes ; de poids normal ou obése), ou la fréquence des prises alimentaires testées (Wolfram et al.,

1987; Verboeket-van de Venne et al., 1991; 1993a; Taylor et al., 2001).

2.5.2 Parametres liés a I'appétit

La fréquence des prises alimentaires est suspectée d’affecter les deux versants de la balance
énergétique. Aprés avoir répertorié les études expérimentales ayant recherché ses effets sur
I"utilisation d’énergie, nous allons maintenant présenter les travaux (peu nombreux) ayant étudié les
effets de la fréquence des prises alimentaires sur I'apport d’énergie et plus globalement sur I'appétit.
Une revue critique des différentes méthodologies utilisées pour étudier l'appétit de facon
expérimentale sera présentée dans la partie méthodologique (partie B, chapitre 4). Brievement, le
protocole le plus souvent utilisé est le suivant : la méme portion calorique est proposée a des sujets
sur une période donnée, selon plusieurs modalités de fréquence. Au cours de cette période, la
sensation de faim ou de satiété est enregistrée a intervalles de temps réguliers via des échelles
visuelles analogiques (EVA, ou en Anglais: Visual Analogue Scales (VAS)). Certaines études
proposent, a la fin de la période, une quantité d’aliments ad libitum (a volonté) dont le type et la
présentation différent entre les protocoles, afin de pouvoir mesurer la quantité totale spontanément
ingérée par les sujets et d’évaluer 'effet potentiel de la séquence alimentaire précédente sur cette
derniere prise d’énergie. Dans les protocoles les plus récents, les cinétiques plasmatiques des
hormones liées a I'appétit ont été parfois réalisées. Le tableau 4 résume les principaux
enseignements des 12 études expérimentales que nous avons répertoriées s’intéressant a |'effet de

la fréquence des prises alimentaires sur I'appétit.
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Jenkins et al. (1992) ont mesuré les sensations de satiété de 11 patients diabétiques (non insulino-
dépendants) pendant 9 heures pendant lesquelles les sujets ont consommé la méme ration en 13
(« nibbling ») vs. 3 prises. Les profils (cf. Fig. 17) mettent en évidence un aplatissement de la courbe
de satiété avec I'augmentation des prises alimentaires, et donc une perte des oscillations observées
dans la condition a trois repas. Le niveau moyen de satiété a été comparé et aucune différence n’a

été observée entre les deux conditions.
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Figure 17 : Sensation de satiété au cours d’une journée passée a consommer la méme ration calorique en 13
(« nibbling ») ou en 3 prises, chez 11 patients diabétiques non insulino-dépendants (tiré de (Jenkins et al., 1992)).

Ce type de cinétique aplatie de la sensation de satiété et/ou de la sensation de faim a été retrouvé
dans la plupart des études que nous avons répertoriées dans le tableau 4. Quelques auteurs ont
comparé les ASC de ces cinétiques entre les différentes conditions de fréquence. Certains ont trouvé
une différence significative, allant dans le sens d’une diminution de la faim entrainée par
I'augmentation de la fréquence des prises alimentaires (Smeets et al., 2008a), d’autres ont obtenu
des résultats inverses (Leidy et al.,, 2010a; Munsters et al.,, 2012). En fonction de la période
considérée, I'interprétation des résultats d'une méme étude peut s’avérer différente. Par exemple,
Jackson et al. (2007) ont mis en évidence une augmentation de la sensation de faim sur la premiere
moitié de I'étude (avant un repas pour lequel la vidange gastrique a été mesurée). En revanche, en
prenant la totalité de la période d’étude, aucune différence dans les ASC n’a été démontrée. D’autres
auteurs ne calculent pas les différences d’ASC entre les conditions, mais focalisent I'attention sur le
niveau de faim ou de satiété, enregistré juste avant le repas ad libitum qui suit (Speechly et al.,
1999b; 1999a; Mehra et al., 2010; Lemmens et al., 2011). Certaines de ces études rapportent des
différences significatives. Speechly et al. (1999a) ont montré par exemple, chez des sujets obéses,
une diminution de la sensation de faim juste avant le repas de midi, aprés un petit déjeuner
fractionné en 5 prises, comparativement a la méme portion calorique ingérée en une seule fois.
Lemmens et al. (2011) ont également mis en évidence une sensation de satiété augmentée apres un
repas consommeé en 4 prises (durant au total 2 heures), comparativement au méme repas ingéré en

une seule prise de 30 minutes. Cet effet n’a pas été retrouvé dans I'étude de Mehra et al. (2010),
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réalisée chez des enfants agés de 6 a 10 ans : aucune différence dans les niveaux de faim n’a été
trouvée suite a une méme portion consommée en 3 ou en 5 fois ; ceux-ci ayant été mesurés juste

avant I'ingestion d’une quantité de glace ad libitum.

Speechly et al. (1999b) ont également réalisé une étude similaire a celle précitée (1999a), mais cette
fois aupres de sujets de poids normal. Aucune différence dans les sensations de faim et de satiété n’a
été trouvée juste avant le repas de midi, contrairement aux résultats obtenus avec les sujets obéses.

Si, comme on peut le voir, les résultats different entre études, il est aussi important de mettre en
avant qu’au sein d’une méme étude, les différentes mesures permettant d’investiguer I'appétit ne
sont pas toujours concordantes. Dans |'étude de Speechly et al., réalisée auprés de sujets non obéses
(1999b), les EVA ne rapportent pas de différence dans les niveaux de faim aprés un petit déjeuner
ingéré en 1 vs. 5 prises. En revanche, la mesure des quantités consommées au cours du repas suivant
(du hachis Parmentier proposé a volonté), montre une consommation diminuée apres la prise du

petit déjeuner fractionné en 5 prises (cf. Fig. 18A).
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Figure 18 : Quantité d’énergie consommée au cours d’un repas de midi ad libitum, aprés un petit déjeuner fractionné en
5 prises (MULTI), comparé au méme petit déjeuner consommé en 1 prise (SINGLE), chez 8 sujets de poids normal (A) et
chez 7 sujets obéses (B) (tirés de (Speechly et al., 1999b) et (Speechly et al., 1999a)).

De la méme fagcon, Lemmens et al. (2011) et Mehra et al. (2010) trouvent des résultats discordants
entre les EVA et les quantités consommées au cours de la prise alimentaire ad libitum. Dans la
premiere étude (Lemmens et al., 2011), les quantités ad libitum ingérées ne confirment pas la
différence de sensation de faim observée avant cette prise alimentaire, alors que dans la seconde
(Mehra et al., 2010), les auteurs ont observé des différences dans la consommation ad libitum de

glace, alors qu’aucune variation entre les conditions n’avait été observée avant le début de cette

prise.
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Tableau 4 : Revue des études expérimentales explorant les liens entre la fréquence des prises alimentaires et I'appétit.

. . Fréquences Contexte de Paramétres mesurés Effet de 'augmentation de lafréquencedes  Conclusion
1= auteur, année Sujets . e s . . . . . ...
testées mesure liés a I'appétit prises alimentaires sur I'appétit (*)
Hépital
(lenkins et al 4hommes+7 (préle p . Cinétique de satiété aplatie. Pas de
enkinsetal. rélévements
! fermmes 3vs. 13 p . Echelle de satiété différence dans le niveau moyen de satiété 0
1992) . sanguins
diabétiques . sur 9h.
concomitants)
Diminution de la quantité ingérée au repas
Prélévements EVA, consommation . o a e 8 p Conso. ad
[Speechly et al., i . suivant. Cinétiques différentes pour les EVA,
8 hommes 1vs.5 sanguins ad libitum au repas . i i libitum (+) ;
1999a) i i pas de différence dans le niveau de faim
concomitants suivant . EVA(D)
avant le repas ad libitum.
- . Diminution de la quantité ingérée au repas
Prélévements EVA, consommation ) . Cers
[Speechlyetal.,, 7hommes i " suivant. Cinétiques différentes pour les EVA,
. 1vs.5 sanguins ad libitum au repas o i i
1999b) obeéses i i avec en particulier un niveau de faim
concomitants suivant L o
diminué juste avant le repas ad libitum.
Consommation ad T e
(Leahy et al., Chambre o Diminution de la quantité ingérée au repas
10 hommes 2vs. 10 . libitum au repas i +
2000) calorimétrique . suivant.
suivant
164 2 vs. b avec accés c tion total
emmes en onsommation totale
(Taylor et al., . ad libitum a de la Chambre e . Pas de différence dans I'énergie totale
surpoids ou i .. d'énergie sur 24 .. 0
2001) . nourriture calorimétrique ingérée.
obéses , . heures
supplémentaire
Diminution de la sensation de plénitude
Mesure avant le repas suivant (6h). Pas de différence EVA(-);
(Jackson etal., . . . . L. _
2007) 16 adultes 2vs. 6 concomitante dela EVA, vidange gastrique sur l'ensemble de la période (14h). vidange
vidange gastrique Ralentissement de la vidange gastrique du  gastrique (+)
repas suivant.
(Smeetsetal., Chambre , L
14 femmes 2vs. 3 . EVA ASC augmentée pour la satiété sur 24h. +
2008h) calorimétrique
Position semi- e . s .
(Solomon etal,, Sh 5 vel2 I e d hréli Cinétiques de ghréline différentes, mais pas 0
ommes vs. allongée dans réline ,
2008) & o 8 de différence dans les ASC sur 8h.
chambre d'hépital
(Leidy etal 13 hommes Position semi- Diminution de la sensation de plénitude.
eidy etal.
Y ! en surpoids 3vs.6 allongée dans EVA, ghréline, PYY Diminution des concentrations en PYY (ASC) -
2010a) . A J -
ou obéses chambre d'hopital sur 11h. Pas de différence pour la ghréline.
Augmentation de la quantité de glace
18 enfants (6- EVA, consommation  ingérée ad libitum pour les enfants obéses.  Adlibitum :
10 ans) de Prélévements ad libitum aurepas  Diminution de cette méme quantité pour les poids normal
(Mehraetal., i i . . . e |
2010) poids normal 3vs.5 sanguins suivant (glace a enfants de poids normal. Pas de différence  (+); obéses (-)
+ 17 enfants concomitants volonté), ghréline, dans les EVA, ni dans les concentrations en EVAet
obéses PYY, leptine PYY, ghréline et leptine avant la hormones (0)
consommation ad libitum.
Pas de différence dans la consommation ad
Position assise ; . libitum, malgré une augmentation de la EVAet
. EVA, consommation . . i
(Lemmensetal.,, 18 hommes+ Lvs.a prélévements ad libitum. ehréline satiété, une diminution de la faim, une hormones
2011) 20 femmes ) sanguins GLP—lI SPW " augmentation de la concentrationen GLP-1  (+); conso.ad
concomitants ! et une diminution de la ghréline juste avant  libitum (0)
cette prise ad libitum.
Augmentation de la sensation de faim et
Munsters et al., Chambre . diminution de la satiété (ASC) sur 24h. Pas de EVA(-);
l 12 hommes 3vs.14 EVA, ghréline, GLP-1 ( ) )

2012)

calorimétrique

différence pour les ASC de ghréline et de
GLP-1 sur 24h.

hormones (0)

(*) : Effet de 'augmentation de la fréquence des prises alimentaires sur le contréle de I'appétit : négatif (-), positif (+), pas d’effet (D).
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Les études ayant mesuré les consommations ad libitum, consécutives a l'ingestion de la méme
portion selon plusieurs modalités de fréquence, rapportent le plus souvent une consommation ad
libitum diminuée suite a I'ingestion d’une prise fractionnée en un plus grand nombre de prises, soit
chez des sujets de poids normal (Speechly et al., 1999b; Leahy et al., 2000), soit chez des sujets
obeses (cf. Fig. 18B) (Speechly et al., 1999a). Cet effet pourrait étre expliqué par un ralentissement
de la vidange gastrique du repas suivant une prise alimentaire plus fractionnée (Jackson et al., 2007).
Cependant, cet effet n’est pas confirmé par d’autres travaux (Taylor et al., 2001; Lemmens et al.,
2011). Une étude rapporte méme |'effet contraire chez des enfants obeses, qui ont consommé une
guantité plus importante de glace ad libitum aprés une séquence alimentaire fractionnée en 5 vs. 3
prises (Mehra et al., 2010).

Cing études récentes ont inclus dans leurs parametres d’intérét le dosage de biomarqueurs
potentiels de I'appétit : GLP-1, ghréline, PYY, ou encore leptine. Ces études fournissent, elles aussi,
des résultats contradictoires. Solomon et al. (2008) ont offert a 5 hommes la méme quantité
d’aliments en 2 vs. 12 prises sur une période totale de 8h et ont mesuré les concentrations de
ghréline sur toute la période. Les cinétiques plasmatiques de ghréline montrent des profils différents,

mais les ASC sont parfaitement identiques (cf. Fig. 19).
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Figure 19 : Cinétiques de la concentration plasmatique de ghréline (et aires sous la courbe correspondantes), au cours de
I'ingestion d’une méme portion d’aliments en 2 vs. 12 prises, chez 5 hommes de poids normal (tiré de (Solomon et al.,
2008)).

La méthode d’analyse des cinétiques plasmatiques peut expliquer en partie les différentes
conclusions trouvées entre études. Leidy et al. (2010a) ont trouvé des ASC diminuées pour le PYY
dans la condition de prises les plus fractionnées (pas de différence pour la ghréline), suggérant une

faim augmentée dans cette condition. Lemmens et al. (2011) ont comparé les concentrations finales,
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juste avant la prise ad libitum, et ont conclu de facon inverse : I'augmentation du nombre de prises
induirait une diminution de la faim (concentration finale significativement plus élevée pour le GLP-1
et plus faible pour la ghréline, en condition de fractionnement plus important). Mehra et al. (2010)
n’ont, quant a eux, pas mis en évidence de différence dans les concentrations en ghréline, PYY et
leptine dans leur étude chez les jeunes enfants. L'étude la plus récente, par Munsters et al. (2012)
n’a montré aucune différence dans les ASC de ghréline et de GLP-1 en comparant sur 24 heures, la
consommation des mémes aliments en 3 vs. 14 prises. A noter que dans cette étude, les ASC ont été
calculées a partir de 5 points uniquement sur une durée de 24h, avec en particulier un seul
prélevement (a 13h) entre 9h et 18h, posant la question de la pertinence de ces résultats. En effet,
en considérant si peu de points, le choix des heures de prélevement (en particulier celui de 13h, situé
juste apres un des repas de la condition en 3 prises) peut modifier considérablement la forme de la

courbe et donc les ASC associées.

L'ensemble de ces résultats sur I'effet de la fréquence des prises alimentaires sur 'appétit ne permet
pas de tirer de conclusion solide. Le peu de résultats disponibles, I'hétérogénéité dans leur
exploitation et les conclusions contradictoires entre études expliquent cette difficulté a prendre
position. Il semble aussi qu’en fonction du type de sujets (de poids normal, obeses), les effets
puissent étre différents (Mehra et al., 2010), sans que cela soit pour autant confirmé (Speechly et al.,
1999b; 1999a). Le tableau 4 attire également I'attention sur le contexte dans lequel chacune des
études répertoriées a été réalisée. Toutes ces études ont été menées dans un contexte « non
écologique », c’est-a-dire une situation non naturelle de consommation, non représentative de la vie
qguotidienne : chambre d’hopital ou chambre calorimétrique, en position semi-allongée ou en
position assise pendant plusieurs heures, de facon concomitante a des prélevements sanguins en
continu ou d’autres mesures physiologiques. Tous ces éléments posent la question de la validité de
mesurer |'appétit dans de tels contextes, pouvant étre vecteurs de stress important. Nous avons vu
précédemment que l'induction d’un stress pouvait modifier considérablement I'appétit dans des
directions imprévisibles en fonction des sujets (cf. tableau 2). Les types de repas ad libitum proposés
dans ces études ne reflétent le plus souvent pas non plus la réalité d’un vrai repas (hachis Parmentier
a volonté (Speechly et al., 1999b; 1999a), glace a volonté (Mehra et al., 2010). Ces repas ad libitum,
avec un seul item alimentaire, ne prennent pas en compte le phénomene de rassasiement sensoriel
spécifique et la question se pose si les mémes comportements alimentaires auraient été observés en
présence par exemple d’une variété plus large d’aliments, ou dans un contexte de consommation

moins stressant et plus proche d’une situation quotidienne de restauration.
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2.6 Bilan: un besoin d’études controlées sur les liens entre fréquence des
prises alimentaires et santé

Ce deuxieme chapitre a mis en lumiére les résultats contrastés de la littérature scientifique sur les
effets de la fréquence des prises alimentaires sur la balance énergétique et sur le métabolisme. Si les
résultats chez I'animal semblent aller dans le sens d’un effet positif de I'allongement des périodes
inter-prandiales (donc d’une faible fréquence des prises alimentaires), allant de pair avec le respect
des périodes de je(ne, les résultats chez ’humain sont contradictoire en fonction des approches
méthodologiques, ou méme entre études utilisant les mémes approches.

Les auteurs utilisant I'approche épidémiologique, ont pendant longtemps conclu a un effet positif
d’une augmentation de la fréquence des prises alimentaires quotidiennes, en ligne avec les résultats
les plus anciens de Fabry et al. (1964). Plus récemment, plusieurs auteurs ont mis en garde sur les
biais méthodologiques majeurs dans ce type d’études, pouvant fausser I'interprétation des résultats
(Bellisle et al., 1997; McCrory et al., 2011). Certains concluant a I'absence d’effet de la fréquence des
prises alimentaires sur le poids corporel (Bellisle et al., 1997), d’autres démontrant un effet délétere
de I'augmentation de la fréquence des prises alimentaires (Huang et al., 2005; McCrory et al., 2011)
remettant en question les résultats initiaux de Fabry et al. (Fabry et al., 1964; Hejda et al., 1964).

Les études d’intervention proposant a des sujets de modifier leurs rythmes alimentaires pendant une
ou plusieurs semaines ou méme plusieurs mois, ne permettent pas non plus de tirer des conclusions
claires quant a I'effet induit par ces interventions sur le poids ou la composition corporelle. Beaucoup
d’études concluent a I'absence d’effet, mais la question se pose de savoir si cette méthodologie est
adaptée pour avoir comme parametre principal d’intérét la modification du poids. En effet, ces
études sont, pour beaucoup, mises en place sur de courtes périodes (rendant difficile la mise en
lumiere d’une perte de poids spécifiquement induite par une modification de la fréquence des
consommations), et les interventions portant sur de plus longues durées posent le probleme de
I’adhésion des sujets. L'effet le mieux démontré par les études d’intervention serait I'effet bénéfique
(ou pour le moins I'absence d’effet délétére) d’une augmentation des fréquences de consommation
sur la cholestérolémie (Bhutani et al., 2009).

Enfin, les études expérimentales qui permettent d’étudier « en aigu » I'effet de modifications de
fréquences d’ingestion d’'une méme portion alimentaire, montrent le plus souvent des profils
glycémiques et insuliniques différents. Mais I'effet potentiel de ces modifications cinétiques n’est pas
clair. Les ASC trouvées pour ces parametres sont parfois différentes entre conditions, parfois sans
changement, mais I'effet du non-retour a I'état basal de ces parameétres, témoignant de la perte de la
période de jeline inter-prandial, n’est pas connu. Les conséquences métaboliques de ces profils

doivent étre étudiées dans des études intégratives prenant en compte une large variété de
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parameétres d’intérét. Les effets sur I'appétit, tant sur les sensations de faim que sur les
consommations ad libitum ne sont pas tous concordants et sont probablement influencés par les
protocoles expérimentaux mis en place; alors que le dosage des biomarqueurs de I'appétit est
encore récent dans les études sur la fréquence des prises alimentaires et les procédures d’analyse

non encore uniformisées, rendant difficile la comparaison entre études.

Face a cette difficulté a conclure, de nombreux auteurs ont mis en avant la nécessité de mettre en
place de nouvelles études permettant de mieux comprendre les liens pouvant exister entre la
fréquence des prises alimentaires et I'équilibre de la balance énergétique, via I'appétit ou le
métabolisme (Bellisle et al., 1997; Danone Vitapole, 2004; Mattson, 2005; Palmer et al., 2009; Leidy
et al., 2010b; La Bounty et al., 2011; McCrory et al., 2011; Mesas et al., 2011). Jenkins et al. (1992)
mettait en avant la question du contexte dans lequel ont lieu les études expérimentales et la
difficulté a considérer dans le méme temps des données métaboliques et comportementales : « Our
study was (...) metabolically controlled. We have not been able to address the complex interaction of
factors that determines food intake in real-life situations. Considerably more studies will have to be
carried out to determine the optimum meal frequency (...).” Dans leur revue de littérature, Bellisle et
al. (1997) mettaient en avant I'importance des choix méthodologiques, en particulier concernant
I'offre alimentaire proposée aux sujets d’études: « Future research might usefully investigate the
effects of meal frequency on spontaneous food selection and on the regulation of energy intake ».
Enfin, dans un court article publié dans The Lancet et intitulé « The need for controlled studies of the
effects of meal frequency on health”, Mattson (2005) écrivait : « The fact that such a fundamental
aspect of our dietary habits, the number of meals we eat every day, has not yet been subject to

rigorous scientific investigation is remarkable ».

Ce travail de these s’inscrit dans la lignée de ces besoins exprimés par la communauté scientifique.

Nous allons dans le chapitre suivant présenter nos objectifs et les différentes questions de recherche

auxquelles nous avons essayé de répondre par la mise en place de ce projet de recherche.
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Chapitre 3: Problématique et objectifs
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Les deux premiers chapitres ont mis en avant la complexité du paramétre d’intérét qu’est I'appétit,
de par les voies physiologiques qui entrent en jeu dans sa régulation et les parametres
comportementaux qui viennent moduler cette régulation, eux-mémes susceptibles d’étre influencés
par de nombreux facteurs environnementaux. Nous avons également mis en avant l'intérét de
coupler I'étude de I'appétit avec d’autres parameétres entrant en jeu dans I'équilibre de la balance
énergétique ainsi qu’avec des parametres d’ordre métabolique. Nous avons aussi présenté I'état des
connaissances scientifiques sur I'effet de la modification de la fréquence des prises alimentaires sur
la santé, en focalisant notre attention sur I’équilibre de la balance énergétique et en particulier sur
I'appétit. Cette revue de la littérature a mis en évidence la difficulté a conclure sur I'effet

potentiellement bénéfique ou délétere de I'augmentation de la fréquence des prises alimentaires.

De nombreuses questions méthodologiques ont été soulevées tout au long de cette revue de
littérature. Etant donnés les biais méthodologiques importants qui sont liés aux études
épidémiologiques étudiant la question de la fréquence des prises alimentaires, la difficulté a mettre
en place des études d’intervention, qui sont souvent de trop courte durée pour espérer observer des
effets sur le poids, ou trop longues pour observer une bonne adhésion des sujets, I'approche
expérimentale, méme si elle n’explore le phénoméne qu’en « aigu », semble adaptée pour mieux
comprendre les mécanismes qui sont mis en place lors de la modification de la fréquence des prises

alimentaires.

Cependant, les études expérimentales étudiant |'appétit font émerger d’autres problémes
méthodologiques. Tout d’abord, celles-ci ont lieu le plus souvent en laboratoire, pour des raisons
pratiques de mesure des variables physiologiques d’intérét. Or, nous avons mis en avant la
complexité de I'appétit et sa sensibilité aux parametres environnementaux. La question se pose de la
pertinence de I'étude de I'appétit dans un contexte physique qui ne correspond pas a une situation
écologique de consommation, ou en tout cas a une situation tres spécifique (par exemple une
chambre d’hépital). En plus du probleme de I'environnement physique, I'exploration de I'appétit
simultanément a des prises de sang, ou des mesures de calorimétrie indirecte (pour lesquelles le
sujet est allongé sur un lit, le visage étant sous une cloche transparente) est susceptible d’engendrer

du stress et donc un biais (dont le sens est imprévisible) chez les sujets.

Le premier objectif de ce travail de thése est d’ordre méthodologique. Il a été de proposer une

méthodologie d’étude expérimentale intégrée de I'appétit qui tente de pallier ces biais potentiels
gue nous venons de citer. La collaboration entre le Centre de Recherche de I'Institut Paul Bocuse et

le Centre de Recherche en Nutrition Humaine Rhbne-Alpes nous a permis de proposer une
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méthodologie permettant a la fois la réalisation de mesures liées a I'appétit dans un contexte
écologique de consommation et une investigation clinique approfondie des parametres
physiologiques d’intérét, liés directement a la régulation de I'appétit ou au métabolisme.

Aprés la proposition de la méthodologie (Article 1), la réalisation de cet objectif a nécessité une
étape de validation du volet comportemental (Article 2). Nous présenterons en particulier comment
nous sommes allés plus loin dans I’exploration comportementale de I'appétit qui se limite
habituellement a la seule mesure de I'énergie totale ingérée, en proposant une exploration cinétique

de l'ingestion du repas.

Le second objectif de ce travail est, grace a l'utilisation de la méthodologie proposée et validée,
d’étudier les conséquences a court terme de I'augmentation de la fréquence des prises alimentaires
sur la balance énergétique (en considérant les aspects physiologiques et comportementaux de
I"appétit, ainsi que les sensations subjectives qui lui sont liées) et sur le métabolisme.

Nous avons dans un premier temps considéré une population de poids normal, ne présentant aucune
pathologie physiologique ou comportementale (Article 3). La derniére étape de notre travail a été de
travailler auprés d’une population de personnes obéses (Article 4). Le choix de cette derniere
population d’étude réside dans le fait que les sujets obéses sont susceptibles de présenter une
dérégulation métabolique et/ou de [I‘appétit, induisant potentiellement des réponses
comportementales ou physiologiques différentes de celles des sujets de poids normaux, suite a une
modification de la fréquence des prises alimentaires. Par ailleurs, les personnes obéses sont celles
qui sont parmi les plus ciblées par toutes les sources d’information « grand public » suggérant de
modifier la fréquence de leurs prises alimentaires dans un objectif d’'une perte de poids ou d’'un

meilleur controle de I'appétit.

Pour répondre a cet objectif, nous avons évalué les effets d’une augmentation isocalorique de la
fréquence des prises alimentaires (que nous appelons donc fractionnement alimentaire) sur les
sensations liées a I'appétit, la consommation et le comportement alimentaire au repas suivant, les
cinétiques des concentrations plasmatiques des hormones jouant un réle dans la régulation de
I'appétit et les cinétigues métaboliques (dépense énergétique et utilisation des substrats
énergétiques). Etant donnés les résultats contradictoires que nous avons préalablement présentés
dans la revue de littérature, nous n’avions au commencement de I'étude pas d’hypothese forte
concernant le sens dans lequel chacun de ces parameétres pris individuellement pouvait étre impacté.
Notre travail consistait a confirmer (ou infirmer) I’effet potentiellement bénéfique de I'augmentation
de la fréquence des prises alimentaires sur I'appétit et sur le métabolisme, afin de fournir une vision

globale de la réponse des individus soumis a un fractionnement alimentaire, et ce chez des sujets de
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poids normal et chez des sujets obéses. Par le choix de ces populations, nous avons fait I'hypothése
que les réponses chez les sujets obeses seraient potentiellement différentes de ceux de poids

normal.
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Chapitre 4: Proposition d'une méthodologie originale d’étude de
I'appétit
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4.1 Introduction

La premiere étape dans ce travail de these a été la proposition d’un protocole expérimental
permettant d’étudier I'effet de parameétres d’intérét sur I'appétit, en prenant en compte a la fois ses
aspects physiologiques (et les parametres métaboliques pouvant étre associés) et ses aspects
comportementaux mesurés en milieu écologique, et en allant plus loin dans I’exploration
comportementale de I'appétit, limitée le plus souvent a une simple mesure d’énergie totale ingérée.
Cette proposition méthodologique a fait I'objet d’'une publication dans Food Quality and Preference.
L'article qui suit présente :

- dans un premier temps les méthodes le plus souvent utilisées dans les études sur I'appétit
en milieu expérimental,

- puis notre proposition de méthodologie basée sur la duplication d’un méme protocole
d’étude dans un centre de recherche en nutrition clinique (CRNH Rhéne-Alpes) pour
I‘exploration des parameétres physiologiques, et au Centre de Recherche de I'Institut Paul
Bocuse, équipé d’un restaurant expérimental, permettant d’étudier les comportements
alimentaires en milieu écologique et controlé. Nous proposons dans cet article d’étudier le
repas d’un point de vue cinétique, grace en particulier a I'utilisation d’enregistrements vidéo.

La figure 20 présente des photos de la situation de repas proposée.

Figure 20 : Photographies du buffet ad libitum individuel proposé aux sujets au restaurant expérimental de I'Institut Paul
Bocuse (A), d’un sujet en situation de choix (B) et d’un sujet en situation de consommation (C) au cours d’un repas. Les
photos B et C ont été prises a partir des enregistrements vidéo des repas.
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4.2 ARTICLE 1 : Integrating behavioral measurements in physiological
approaches of satiety
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ture of the meal. We illustrate the implementation of this behavioral design with data obtained in a pilot
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1. Introduction

The importance of the relationship between eating behaviors
and health, and particularly obesity and certain chronic diseases
such as type 2 diabetes is now acknowledged both in academic
communities and in public opinion. Finding the key factors influ-
encing food intake has thus become a topic of interest for public
health policy makers willing to promote and support healthier
food-related practices, but also for food industries wishing to adapt
their products to new demand trends.

Daily food intake, or total daily energy intake, is a function of both
the number of eating occasions per day and their size. Therefore, one
of the factors which can be acted upon in order to modify food intake
is satiety. Hunger and satiety are psycho-physiological states that,
respectively, elicit or inhibit food intake (Bellisle, 2005). Satiety is
the feeling of fullness that persists after eating, and affects the period
of time between eating occasions - and thus its daily number -
(Benelam, 2009), while hunger can be defined as a conscious sensa-
tion reflecting a mental urge to eat (Blundell et al., 2010). These
notions are inseparable from that of satiation - the process that
causes one to stop eating — and are important in controlling the
amount of energy consumed at each eating occasion (Benelam,
2009).

Because of this link between satiety and food intake, satiety is
increasingly seen as a source of added-value for the agribusiness

* Corresponding author at: Centre de Recherche de I'Institut Paul Bocuse, Chateau
du Vivier, 69130 Ecully, France. Tel.: +33 04 72 18 54 66; fax: +33 04 72 18 54 69.
E-mail address: xavier.allirot@institutpaulbocuse.com (X. Allirot).

0950-3293/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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industry, which has developed satiety-based weight-control prod-
ucts. Research on different nutrients composition, texture and form
of foods and their relationship with satiety and weight manage-
ment is very active at the moment (Lyly, Due, Gunnarsdottir, &
Karhunen, 2009). Ingredient and food manufacturers are promot-
ing their products to “suppress appetite”, “provide sustainable
energy” or “to keep you fuller for longer”.

Food consumption and satiety are also the topic of different
fields of research including physiology, nutrition, psychology, bio-
chemistry or endocrinology. All of these researchers share, as one
of their primary goals, the attempt to understand the mechanisms
responsible for human food consumption (Blundell & Stubbs,
2003). An important point is that there is no “gold standard” for
appetite and satiety research with regard to methodology (Lyly
et al., 2009), and it is of greatest interest to work on this field. A
better understanding of satiety and satiation appears to be funda-
mental to understand the mechanisms that lead someone to start
and stop eating.

As psycho-physiological constructs, the notions of satiety and
hunger are at the meeting point between several scientific fields,
making them complex phenomena to study and measure. This rep-
resents a real methodological challenge. In common approaches of
satiety, focus is placed either on a metabolic or a behavioral point
of view, with partial perspective of the other dimension. It is diffi-
cult to fully take into account these two points of view in a same
study, especially because of the location of the study and the con-
comitance of measurements. Indeed, metabolic studies have to be
done in a hospital-based laboratory where there is a danger of
creating behavioral artifacts due to the experimental and artificial
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environment. Furthermore, if free-living studies allow subjects to
behave in their natural environment, they do not permit to control
relevant parameters, which may influence these behaviors and
even less to add a complete metabolic component to the research.

2. Objective
The aims of this article are:

- To discuss the experimental methods commonly used for sati-
ety studies;

- To propose an integrated approach for studying satiety, based
on:

e The duplication of a protocol in two sites: one specialized in
clinical nutrition, the other equipped for studying with pre-
cision eating behaviors during a meal.

e In-depth behavioral measurements of eating behavior dur-
ing a regular meal in a normal eating environment. We illus-
trate this approach with data obtained during a pilot
experimental campaign with fourteen subjects. Behavioral
data but not blood samples and metabolic data have been
obtained in this pilot study.

3. Overview of usual methods used to study satiety in
experimental context

Hunger, satiation and satiety are subjective constructs and, as
such, are not open to direct measurement (Mattes, Hollis, Hayes,
& Stunkard, 2005). Three assessment methods are commonly used:
measurement of food intake, measurement of the subjective dispo-
sition to eat, measurement of biomarkers of satiation and satiety.

3.1. Measurement of food intake

Studies which aim to measure the effects of a specific dietary
intervention on the short-term regulation of food intake generally
follow a preload design (Blundell et al., 2010). Such a design implies,
after a fasting period, to give subjects a preload food in order to fol-
low, after a pre-determined time interval, the effects on subse-
quent spontaneous food intake. The dietary variable of interest is
manipulated in the preload food and, depending on the purpose
of the study, may be either the macronutrient composition (Rolls
et al., 1994), the physical state of food (Mourao, Bressan, Campbell,
& Mattes, 2007), the volume and energy density (Rolls et al., 1998),
the eating design (Speechly & Buffenstein, 1999), the sensory per-
ception of food (Sorensen, Moller, Flint, Martens, & Raben, 2003) or
the cognitive characteristics associated with the preload food (Pli-
ner & Zec, 2007). A within-subject repeated measures design is
commonly used: a non-preload (or a control) treatment is pro-
posed to the same subjects in order to constitute a reference point
of measure.

Subsequent food intake may be self-reported by participants
using food diaries. But in order to obtain more precise quantitative
data consumption, an ad libitum test meal is generally proposed to
the subjects, during which food intakes are measured by weighing
foods available in the buffet before and after the meal. This kind of
protocol is also used in order to assess, instead of dietary interven-
tions, the effect of clinical intervention, instructions (Leone, Pliner,
& Peter Herman, 2007), exercises, physical activity or environmen-
tal factors (Peneau et al., 2009), on subsequent energy intake.

Reviews detailing methodological aspects of the experimental
measurement of food intake have been carried out early (Hill, Rog-
ers, & Blundell, 1995) and recently (Blundell et al., 2010). These re-
views emphasize the key importance, in these experimental
designs, of the composition of the test meal proposed after the pre-

load, which can differ in the variety of food offered, in function of
the aim of the study. Two types of test meals designs are identified:
“single course” and “buffet type” meals. In the following parts, we
present the main methodological points discussed in these reviews
regarding both designs.

3.1.1. “Single course meal” design

When the variable of interest is the total amount of food and
energy consumed during the meal, a “single course meal” design
is proposed for the test meal (Gregersen et al., 2008). For example,
a large portion of pasta with cheese and tomato sauce (Lara, Taylor,
& Macdonald, 2010) or a pizza (Bellissimo, Thomas, Pencharz,
Goode, & Anderson, 2008) is proposed to the subjects and only
the total amount eaten is measured. The single course can be used
to assess short-term energy compensation, especially when no dif-
ference in food selection is expected from the preload manipula-
tion. The main advantages of the single course meal design are
that it is quite simple to implement and to analyze, and that the re-
sults produced can be directly interpreted. However, a single
course meal poorly reflects the reality of a regular meal in term
of foods variety and structure (a western-style meal is most often
composed of more than one course). Furthermore, proposing only
one food item during a meal presents another limit. Normally, after
consumption of a particular food, the pleasantness of the taste of
the food decline. This change in palatability, called sensory-specific
satiety, is associated with a decreased consumption of the previ-
ously eaten food and a shift in consumption to other food choices
during a meal (Rolls, Rolls, Rowe, & Sweeney, 1981). This phenom-
enon cannot be taken into account while using single course meals.
Finally, focusing on only one indicator to characterize the meal (the
total energy intake) omits the qualitative aspects of the meal com-
position. This could constitute a major limit, especially in the study
of research questions directed at public health interventions, in a
context where nutritional recommendations concern nutrients,
products, and food categories, rather than total daily energy intake
(Hercberg, Chat-Yung, & Chauliac, 2008).

3.1.2. “Buffet type meal” design

The other option is to adopt a “buffet-type meal” design, in
which a large variety of food is offered to the subject. In addition
to total energy intake, this type of design allows to assess food
choice and nutrient intakes, which are compared across treatments
in within-subjects experiments (Arvaniti, Richard, & Tremblay,
2000; Kral et al., 2009). With this design, the proportions of
macronutrients in the subjects’ intakes may vary across experi-
mental conditions, reflecting food choices. Many variations are
found in the design of the buffets in the literature. In most cases,
the subject is eating alone, seated at a large table, on which food
and beverage items are arranged, in close proximity to the subject.
The position of food items on the table can either be fixed for all
subjects and sessions (Arvaniti et al., 2000), or randomized across
sessions in order to prevent potential order effects (Kral, 2006).
The food items are always clearly identified, either through a
description made by the experimenter before the beginning of
the meal (Arvaniti et al., 2000), or through the use of labels indicat-
ing the exact name of each food on the buffet (Kral et al., 2009).
Each food item is served in individual dishes, which contain larger
portions than the expected intake of the subjects. In some cases, if
necessary, the subject has the possibility to ask for more of the
food items during the meal. Depending on the study, the subject
is instructed to eat ad libitum, to eat as much as he would in a nor-
mal meal, or to eat till satiety is reached without overeating. The
maximum duration of the meal may be free or indicated to the
subject (30 min) (Arvaniti et al., 2000; Nair et al., 2009). At the
end of the meal, the amount of each food item consumed is calcu-
lated from the difference in weight before and after the meal.
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Data collected and analyzed during a buffet test meal are total
energy intake (k] or kcal), proportion of carbohydrates, lipids and
proteins, and sometimes energy density (kJ/g or kcal/g). Although
other data such as the quantity of each food item consumed is
available, they are not discussed in the literature studying the
short-term effect of preload food on subsequent intakes.

Some aspects of buffet-type meal designs have been questioned
in the literature. In particular, some authors have pointed that food
selection from such meals may be prejudiced by the arbitrary nat-
ure of the food provided, and intakes can be unduly influenced by
high energy density or salient sensory qualities (Blundell et al.,
2010). In addition, the majority of research works based on buf-
fet-type meal designs use cold buffets. When food is served hot,
there is no mention of the equipment used to maintain the food
temperature constant throughout the experiment (Kral et al.,
2009). This could present a bias in the choice order of these items
during the meal.

However, such designs provide the researcher with the oppor-
tunity to construct a meal situation closer in variety and structure
to an actual meal; by allowing the subject to compose a meal with
different courses and different foods, and by taking into account
the phenomenon of sensory-specific satiety. The food behaviors
can be studied not only from a quantitative, but also from a qual-
itative point of view.

3.2. Measurement of the subjective disposition to eat

Hunger and satiety can be measured with the help of subjective
ratings (Flint, Raben, Blundell, & Astrup, 2000). Visual Analogue
Scales (VAS) require the subject to answer a question (e.g., “how
hungry are you right now?”) by placing a vertical cursor on a line
anchored at each end with opposing statements (such as, in the
case of the previous example, “I am not hungry at all” and “I am
extremely hungry”). The position of the cursor is then converted
into a score, generally ranging from O to 10. These scales are fre-
quently used to ask questions such as: “how strong is your desire
to eat right now?”, “How much food do you think you could eat
right now?”, “How strong is your desire to consume something
sweet or something savory right now?” (Flint et al., 2000). VAS
may be recorded both before and at intervals after the preload is
given, to monitor changes in reported satiety.

Traditional “pen and paper” scales have been validated as good
tools to access emotional states and motivations to eat (Stubbs
et al., 2000). More recently, electronic scales were validated. They
are less time-consuming, permit to obtain less missing data and
decrease the risk of errors in transferring data (Almiron-Roig
et al., 2009; Whybrow, Stephen, & Stubbs, 2006).

3.3. Measurement of biomarkers of satiation and satiety

Another way to approach satiety and hunger is to collect blood
samples at determined times and to measure concentrations of dif-
ferent hormones supposed to be biomarkers of satiation or satiety
(de Graaf, Blom, Smeets, Stafleu, & Hendriks, 2004). When food is
consumed, gut hormones from the stomach and intestine are re-
leased and act on the brain areas involved in appetite. All signals
are integrated in the brain to affect energy intake and expenditure
(Delzenne et al., 2010). For example, ghrelin, produced in the stom-
ach and duodenum, stimulates food intake and is the most potent
circulating orexigen known (Cummings, Frayo, Marmonier, Aubert,
& Chapelot, 2004). Cholecystokinin (CCK) is released in the blood as
a function of the presence of fat or proteins in the duodenum. The
role played by CCK in the regulation of appetite is to decrease food
intake, such as other peptides: glucagon-like peptide 1 (GLP-1) or
peptide YY (PYY). In addition to these episodic signals, satiety is
also affected by fluctuations in hormones such as leptin and insu-

lin, which indicate the level of fat storage in the body (Benelam,
2009).

4. Difficulties in measuring satiety

Research on satiety is made complex by the fact that other fac-
tors than internal appetite signals can affect how much people eat
and how satisfied they feel after eating. Humans eat without being
hungry for a number of reasons (for example, the availability of
palatable foods or emotional stress) (Hill, Weaver, & Blundell,
1991; Yeomans, Blundell, & Leshem, 2004). They may also refrain
from eating when hungry if psychological, social or environmental
factors prevent them from consuming food (Mattes et al., 2005).

To maximize the chance to observe the effect of a variable on
satiety, it is therefore advised to combine the metabolic, subjective
and behavioral approaches (Blundell et al., 2010). However, studies
on satiety often rely exclusively on metabolic or behavioral ap-
proaches, each combined with a subjective one, but only few stud-
ies so far have attempted to combine all three types of
measurements.

When these approaches are mixed, the simultaneous imple-
mentation of these measurements presents different limits. Firstly,
even in those studies which combine several types of measure-
ments, a higher focus is attached either to the behavioral or to
the metabolic part, which is carried out in-depth, to the detriment
of the other. Researchers may for instance focus on the behavioral
aspect of satiety, and complete the study with a few physiological
measurements (Arvaniti et al., 2000); or, conversely, focus on the
physiological aspect of satiety (for example with biomarkers kinet-
ics), and complete the study with a single behavioral variable that
is the total subsequent energy intake (Cummings et al., 2004).
More importantly, the implementation of physiological measure-
ments implies that the experiments often have to be carried out
in a hospital-based laboratory, which may generate contextual or
emotional biases to the behavioral measurements. In particular,
the stress induced by the collection of blood, the presence of an
intravenous cannula into the vein or repeated other physiological
measurements (indirect calorimetry, measurement of the gastric
emptying...) may strongly influence eating behaviors also re-
corded. As highlighted by Meiselman (2007), it is highly important
to take care of context and environment when we study eating
behaviors and particularly food choice. Such highly unnatural de-
signs may thus be incompatible with the realization of accurate
behavioral measurements.

5. Towards an integrated approach of satiety
5.1. Specific locations for specific measurements

Blundell and Stubbs (2003) highlighted that research studies on
appetite must be “multidisciplinary in nature” and favor “a meth-
odological approach with attempts to bridge the gap between the
laboratory and the real world by overlapping protocols that ex-
plore the same issue in different environmental contexts”. In the
case of studying the impact of any parameter of interest on satiety,
this requires taking into account at the same in-depth level the
metabolic and the behavioral approach, and avoiding biases related
to the study of eating behaviors in a clinical environment. One way
to achieve this goal, is to separate temporally and geographically
these two aspects and these two categories of measurements. In
other words, as metabolic measurements are commonly per-
formed in a place dedicated to clinical nutrition research, we pro-
pose that the associated food behavioral measurements should be
performed in a place dedicated to food and catering. This temporal
and geographic dissociation implies replicating the same protocol
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in two locations using a within-subject repeated measures design.
In the case of preload design studies, the same dietary variable of
interest would be manipulated in a preload food given to the same
subjects:

- In a clinical centre for an in-depth physiological explora-
tion (kinetics of glycemia, lipid parameters, biomarkers
of satiety and oxidative stress, indirect calorimetry
measurements,. . .).

- In a “food behavioral” centre, for the measurements of the
effects of the variable of interest manipulated in the
preload food during the subsequent ad libitum test meal.

This methodological specificity allows a more in-depth behav-
ioral exploration than commonly performed in metabolic-oriented
satiety studies. Such an exploration requires the development of
dedicated behavioral measurements methods. In the remainder
of the paper, we will present the behavioral approach of satiety
that has been developed in the context of the association between
two research centres: the Research Centre in Human Nutrition -
Rhone-Alpes (CRNH-RA) and the Institut Paul Bocuse Research
Centre. CRNH-RA is a clinical centre specialized in metabolic re-
search in nutrition, while the Institut Paul Bocuse Research Centre
specializes in the study of eating behaviors, perceptions and prac-
tices, and is equipped with an experimental restaurant which
makes it possible to study eating behaviors with precision, in an
environment more natural than classical laboratories (Giboreau &
Fleury, 2009).

5.2. Development of a behavioral approach of satiety in a normal
eating situation

After the manipulation of the variable of interest, subjects are
placed in an eating situation, in order to measure the effects of this
variable on subsequent food intakes and behaviors. The behavioral
exploration method was designed to keep the observed eating sit-
uation as natural as possible. The focus was placed on two levels:
(i) non-invasive measurements and (ii) a controlled but ecological
eating environment.

(i) In addition to the absence of any physiological measures
during the course of the test, the use of methods of measures
requiring a conscious intervention of the subjects or disrupt-
ing the course of the meal, is limited as much as possible.
The majority of behavioral data is obtained by observation:
subjects are video-recorded during the meal and their food
intakes are measured after the meal by weighing the
remaining food. The only measure actively involving the
subjects is their disposition to eat, recorded with electronic
scales assessing their hunger, thirst, fullness, prospective
food consumption, and desire to eat something savory,
sweet or salty.

(ii) The eating situation proposed is a buffet-type meal which
takes place in an experimental restaurant organized so as
to receive five subjects at the same time. Compared with
other studies using buffet-type meal designs, some adapta-
tions have been made towards the creation of a more natural
environment. A “brasserie” ambiance is created, using bras-
serie furniture and a musical environment, to create a more
pleasant context for eating. The same lounge-type music is
broadcasted for all sessions with all subjects. Music is sus-
pected to increase the amount eaten during a meal and the
meal duration (Stroebele & de Castro, 2006). However, in a
within-subject repeated measures design, the fact that the
same music is always proposed, limits the interference of
the musical environment on the effect of our variable of

interest on energy intake. If the musical environment can
easily be controlled, it is more difficult to standardize the
social environment. Social interaction has been demon-
strated to increase food intake in humans (de Castro & de
Castro, 1989), and this influence may be different depending
on the nature of the relationship between the subjects (de
Castro, 1994). Thus, as it is difficult to control the level of
socialization between the participants, we made the choice
to create five individual spaces of service and consumption,
using decorative folding screens, where subjects are invited
to eat and not to communicate with others.

Subjects eat, seated in front of a small table. Contrary to most
buffet-type meals, they have to get up to serve themselves, as in
an actual buffet. Each buffet is individual and located close to the
subject’s individual table. They can choose from a range of cold
and hot food items, as in a typical French meal. The position of food
items on the table is fixed. For each course, a choice of classical
French food items with varied macronutrient compositions is of-
fered (Table 1). Each food is available in larger quantities than
the expected intake for an average subject. All food items are cut
into small pieces, to avoid suggesting the portion to eat. Therefore,
a subject can adjust, for each food item, the exact quantity he
wants to eat. The subject is invited to eat until he is comfortably
full, during a free period of time. The subjects can get up and help
themselves to any food item in any quantity freely during the meal.
Chafing dishes, commonly used for French buffets, are used in or-
der to keep hot food items at constant temperature all throughout
the meal. To correct the data for the weight loss of food items due
to evaporation during the time of the meal, a coefficient of evapo-
ration is calculated for each food item using a control buffet.

5.3. Additional measures of eating behavior during a regular meal in a
normal eating environment

A pilot experimental campaign allowed us to test for the behav-
iors of subjects at the buffet in this configuration. As an illustration,
we present, in the following part of this paper, the data obtained
with the fourteen subjects who reported at the Institut Paul Bocuse
Research Centre for a meal in the context of this pilot study. We
first present the main characteristics of our data sample, and then
we introduce the additional behavioral measures made possible by
our design, which could complement metabolic oriented studies of
satiety. Two types of measures were developed: at the food level
items level and at the level of the microstructure of the meal. We
put this data in perspective with results obtained in the literature.

5.3.1. General characteristics

The 14 subjects were all men who declared having a moderate
physical activity. Before being recruited, subjects had to rate the
foods served in the buffet on a Likert scale in eight points. To be eli-
gible, a subject had to rate at least 80% of foods offered in the buffet
with a score higher than 5. The mean age of the subjects was
25.4 + 3.2 years. All subjects had a Body Mass Index (BMI) between
20 and 25 kg/m?.

Mean total energy intake for the 14 subjects was 1438 + 369
kcal, which represents more than 48% of their total daily energy
needs, as calculated with the Harris and Benedict equation (Van
Way, 1992) for men who have a moderate physical activity. The
large variability between subjects in total energy intake
(sd. =369 kcal; range: 734-2208 kcal), confirms the necessity, in
such studies, to use a within-subject repeated measures design.
Moreover, consuming about half of one’s daily energy needs in only
one meal may be viewed as overfeeding. This is a usual observation
when subjects have ad libitum access to a variety of foods in a lab-
oratory (Larson, Rising, Ferraro, & Ravussin, 1995). The presence of
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Table 1

Energy content and macronutrient composition of the food items presented in the buffet meal®, initial amount of each food item offered to one subject.

Food item Initial amount (g) Energy (kcal/100 g) Protein (g/100 g) Lipid (g/100 g) Carbohydrate (g/100 g)
Grated carrots (seasoned) 300 142.7 0.7 131 5.5
Paté de campagne” 200 292.2 16.5 24.6 1.2
Rice (seasoned) 400 140.6 2.2 3.0 26.2
French beans (seasoned) 350 71.0 1.5 4.6 5.9
Fried potatoes” 300 2454 2.7 114 33.0
Sausages” 190 309.5 19.0 255 1.0
Chicken breast 240 123.9 22.2 39 0
Cottage cheese 270 73.2 7.3 3.2 3.8
Cheese (Comté) 150 408.0 29.0 32.0 1.0
Stewed fruit 300 67.0 0.3 0.2 16
Chocolate cake” 300 401.9 6.4 23.1 421
White bread 178 264.8 9.4 1.2 54.1
Sugar’ 30 400.0 0 0 100.0
Water 1000 0 0 0 0

¢ Energy, protein, lipid and carbohydrate content were calculated using the CIQUAL table from AFSSA (Agence Frangaise de Sécuritaire Sanitaire des Aliments) and/or

information on food labels.
" High palatable food items.

a large variety of food is known to delay satiation, stimulate inter-
est in different foods and promote increased food intake (Hethe-
rington, Foster, Newman, Anderson, & Norton, 2006). This
spontaneous overfeeding has to be taken into account in the inter-
pretation of the results and could be a limitation of the use of the
buffet meal in the case where the measurement of representative
daily energy intake is important (Arvaniti et al.,, 2000). The free
period of time given to the subjects for eating, could also explained
this overconsumption of energy during the meal.

The distribution of energy intake among carbohydrates
(37.1 £4.8%), lipids (46.4 + 5.0%) and proteins (16.6 £ 2.1%) shows
a high contribution of lipids in total energy intake, in comparison
with other North American studies using buffet meal (41.1%)
(Arvaniti et al., 2000) and with the latest national French survey
in food consumption (38.5%) (AFSSA., 2007). This result could be
explained by the increasing “lipidization” of the western diet, par-
ticularly in young people, since those studies. French recommen-
dations from AFSSA (Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des
Aliments) for fat intake have recently increased from 30-35% of to-
tal energy intake to 35-40%. Nevertheless, the figures observed can
also be explained by the fact that our buffet is too rich in lipids, or
offers too many palatable foods rich in fat. Verifying this hypothe-
sis would necessitate further data obtained with a buffet present-
ing food items with an increased proportion of carbohydrates and a
decreased proportion of lipids.

5.3.2. Analysis of the meal at the food items level

The use of a buffet type design allows an exploration of the
choices at the food item level. To the best of our knowledge, only
one study (Nair et al., 2009) has attempted to characterize the food
items chosen during a buffet-type meal. This study aimed at
assessing the day to day reproducibility of food items consumed
during a buffet test meal. This type of consumption data could be
used in order to study the short-term effect of preload food on sub-
sequent qualitative choices.

Concerning the number of food items consumed by the subjects
during the meal, we observed little variability between subjects
(from 8 to 12 food items consumed; mean=11.0 £ 1.1). On aver-
age, the subjects consumed 11 food items among the 12 presented
in the buffet. This suggests that the subjects adjusted their total en-
ergy intake by adjusting the amount of each food item consumed,
rather than by choosing whether to consume or not each food item
in a definite portion. Hence, the buffet we proposed is a tool which
allows subjects to reach satiety by the way they want. The
differences in intake observed between subjects seem to come

from the quantity of each food item consumed rather than from
the composition resulting from a “binary choice” (eating or not a
standardized portion of a food item).

We propose in our approach to study the effect of a parameter
of interest on the quantity of each food item (or groups of food
items) consumed. Depending on the research question, this data
can be used to study intake of groups of interest of food items.
For instance, when looking at the effect of one parameter on the
initiation or the end of the meal, we could propose this grouping:
first course/main course/dessert. In our sample, 32.0 + 8.0% of the
energy consumed by the 14 subjects came from first course food
items. 37.5+5.8% came from main course food items, and
30.5 + 7.3% came from dessert food items. These results suggest a
fairly good distribution of energy intake between the three courses
of the meal. When investigating the effect of one parameter on the
consumption of a specific category of food, we can propose another
grouping: vegetables/starchy/meat/cheese/sweet food. In our sam-
ple, the 14 subjects consumed 13.3 +5.1% of total energy intake
from vegetables, 29.8 + 6.8% from starchy, 26.4 + 7.2% from meat,
10.3 £5.5% from cheese and 20.2 + 7.9% from sweet products. Yet
another grouping could be: high vs. low palatable food (high palat-
able food items are indicated in Table 1). We observed that
49.0 £ 11.5% of the energy came from low palatable food item
and 51.0 + 11.5% from high palatable food item.

We believe that buffet-type meal design constitutes a tool that
can provide data beyond the commonly found macronutrient dis-
tinction, opening ways in particular for research directed at nutri-
tional communication towards the general population, who eat
foods rather consuming macronutrients.

5.3.3. Analysis of the microstructure of the meal

Instructing people - particularly obese people - to eat more
slowly, to take smaller bites, chew their food more and more
slowly, has already been suggested for treatment of obesity, but
changing the microstructure of eating behavior is probably not a
relevant strategy (Spiegel, 2000). Nevertheless, in order to under-
stand the effect of a chosen variable on satiety and control of appe-
tite, studying the rhythms of the meal can help to understand the
underlying mechanisms. For example, in a recent study, it has been
suggested that the portion size effect occurs via changes in bite size
in adults (Burger, Fisher, & Johnson, 2010).

Several variables may be used in order to describe the different
rhythms of the meal. Firstly, the global rhythm of the meal may be
described by total meal duration (from the first to the last bite) (in
the case of our 14 subjects, the average meal duration was
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24'29" + 4'24"), the number of times subjects get up to serve them-
selves at the buffet (4.5 + 2.0 times) which is one indicator of the
motivation to eat, and the time spent at the buffet choosing foods
(342" + 0'46"") which reflects attention from subjects towards food
items. The high variability between subjects for these three vari-
ables (from 16’48"” to 30'43” for meal duration; the subjects get
up from 2 to 9 times and spent from 252" to 5'02" choosing foods)
highlights large differences in term of behaviors at the buffet test
meal.

Secondly, the rhythm of consumption of food can be described
by the total number of bites during the meal (100.0 £+ 20.7 bites),
mean energy content of one bite (14.5 £ 2.9 kcal/bite), bite rate
(4.2 £ 1.2 bite/min) and eating rate (58.6 = 15.1 kcal/min). Eating
rate is the amount of food consumed every minute during the
meal. It has been suggested that the initial eating rate reflected
excitatory influences and that the decline ingestion rate was a
measure of “negative feedback inhibitory signals” (Davis & Levine,
1977). It has been shown, in men, that slower eating rate reduces
the food intake (Martin et al., 2007). Changes in eating rates during
a meal are also interesting to measure because it has been demon-
strated for example, that restrained eaters eat at a constant rate
compared to unrestrained eaters, who eat at a decelerated rate
(Westerterp-Plantenga, Wouters, & Ten Hoor, 1991). Eating rate
is commonly measured with homogeneous single course test meal,
expressed in g/min and calculated for each quartile of the meal
(Barkeling, Rossner, & Sjoberg, 1995). Few studies calculated eating
rates during meals with various food items (Spiegel, 2000). Table 2
shows results for eating rates (in kcal/min) for each quartile of our
buffet test meal. We observed a decreased eating rate for the first
three quartiles, while it increased in the last one, which corre-
sponds to the time of dessert consumption. This illustration high-
lights the interest of measuring eating rates in regular multi-
courses meals with a choice in food items. Indeed, changes, such
as decrease in eating rates during single course meals may be ex-
plained by the phenomenon of sensory-specific satiety instead of
reflecting real satiety signals and the motivation to eat (including
foods not yet eaten) of the subjects. Number of bites, mean energy
content of bites, bite rate, consumption of total energy and energy
from each macronutrient are also presented in Table 2.

This buffet design also allows us to decompose the meal struc-
ture at the level of the food items. Mean size and mean energy con-
tent of bites can be determined by food item. We found that
average bite size for the different food items was very different,
from 3.5 + 1.8 g for bites of fried potatoes, to 11.6 + 2.7 g for bites
of grated carrots. Such differences have already been found in
other studies (Spiegel, 2000). Average energy content of the bites
for each food item could be more informative. It permits to deter-
mine the contribution of each bite to total energy intake during the
meal. For example in our sample, bites of chocolate cake are the
most caloric (34.6 £ 11.5 kcal/bite) whereas bites of stewed fruit
are the less caloric ones (6.2 + 1.8 kcal/bite).

Furthermore, video recordings of the meals make it possible to
determine the sequence of food item selection, by collecting the
time, the succession and the composition of each bite throughout

Table 2

the whole meal. These data allow us to explore the kinetics of
the meal, in the spirit of the works on the microstructure of human
ingestive patterns. In-depth reviews of research performed in this
field (Guss & Kissileff, 2000; Westerterp-Plantenga, 2000) show
how cumulative food intake curves are obtained by weighing and
monitoring continuously the eating process with a specific
dispositive named Universal Eating Monitor (UEM). These curves
integrate the parameters of consumption of an ad libitum single
course meal, such as meal size, meal duration, eating rate, change
in eating rate, bite size and bite frequency. The cumulative food in-
take parameters are found to be stable and consistent within sub-
jects, and are sensitive to instructions, clinical or dietary
interventions. Thus, the cumulative food intake curve is an ade-
quate tool for an integrated characterization of eating behavior
during a single course meal in human and for analyzing effects of
dietary or clinical interventions that are hypothesized to affect
meal size (Westerterp-Plantenga, 2000).

To our knowledge, microstructure of meals with different
courses ingested in succession was assessed in a single study
(Guy-Grand, Lehnert, Doassans, & Bellisle, 1994) which assessed
the role of texture on ingestive parameters. In this study, the four
successive courses of the traditional French meal were imposed.
We did not find in the literature cumulative food intakes curves
constructed with buffet-test meals design or more generally with
designs where choice between various food items were given to
the subjects during the meal.

These works are aimed at a specific range of research questions,
and, because of the nature of the materials used to make observa-
tions, are generally laboratory-based and costly studies. Although
our tools do not allow us to go as far as these studies in the descrip-
tion of the microstructure of the meal, the data we obtain can be
used to generate cumulative food intake curves. Furthermore, our
more natural buffet type meal design allows us to explore the
structure of the meal from the angle of kinetics of food products
choice and ingestion, which opens yet more potential ways of re-
search in the study of satiety from a behavioral point of view.

Fig. 1 shows an example of cumulative total energy intake, en-
ergy from carbohydrates, lipids and proteins for one subject during
the buffet test meal. These individual curves present a great inter-
est for describing the behaviors of one subject during a meal. An
integrative way to compare data between subjects and between
sessions is to create mixed models (Martin et al., 2005). A compar-
ison of different techniques commonly used to analyze cumulative
food intake curves (area under curve, visual ascription and coeffi-
cient approach) can be found in Dovey, Clark-Carter, Boyland,
and Halford (2009).

Depending on the problematic, the data obtained with our tool
may be used to construct other kinetics, in particular by separating
types of food into categories (low vs. high palatable, food groups,
etc.). Fig. 2 represents the cumulative temporal consumption of en-
ergy from low and high palatable food items during the meal for
the same subject than in Fig. 1. This representation shows for
example, that 58% of the energy from low palatable foods was con-
sumed in the first half of the meal, versus only 36% of the energy

Description of the meal by quartile for 14 subjects, in term of percent of energy, number of bites, energy content of bites, bite rate and eating rate.

Quartile 1 (mean # sd.)

Quartile 2 (mean + sd.)

Quartile 3 (mean + sd.) Quartile 4 (mean * sd.)

% of total energy intake 285%5.5 229+5.0 223+3.0 263+54
% of energy from carbohydrates 215+6.2 215+59 22.7+6.5 343+76
% of energy from lipids 356+7.4 21.5+6.0 20.7 +4.8 222+5.0
% of energy from proteins 24.4+85 30.0+9.6 26.4+58 19.2+8.7
Number of bites 239+71 27.7+8.1 234+6.0 256+8.8
Energy content of bites (kcal/bite) 174+3.6 12.0+£2.7 13.9+35 16.0£6.0
Bite rate (bite/min) 39+1.0 46+1.5 39+0.7 43+15
Eating rate (kcal/min) 66.5 +14.1 542 +16.5 52.1+8.3 61.7+16.8
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Fig. 1. Example of cumulative total energy intake, energy from proteins, lipids and carbohydrates, for one subject during its meal (with data aggregated per minute).
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Fig. 2. Example of cumulative energy consumption from high palatable and low palatable food items (in% of energy intakes from low/high palatable food), for one subject

during its meal.

from high palatable food. This suggests, for this subject, a greater
attraction for palatable food in the second half of the meal.
Exploring deeply the progress of the meal, for this subject, we
propose to realize kinetics of consumptions by food item, such as
kinetics of meat or vegetables consumption, as it has been realized
in an early study (Hadigan, Kissileff, & Walsh, 1989) exploring pat-
terns of food selection during meals in women with bulimia. Fig. 3
shows, for the same subject, cumulative consumption (in kcal) of
starchy, vegetables, meat, cheese and sweet products during the
buffet test meal. For this subject, we can observe a similarity be-
tween the two curves for meat and starchy: not only the total con-
tributions of these two items to total energy intake (respectively,

25.9% and 26.2%), but also the patterns to reach these total intakes
are similar. The other remarkable point for this subject is the large
and fast intake of sweet products at the end of the meal (329 kcal
in 3/30”). With these short examples, it seems relevant to further
investigate the impact of meal composition on the microstructure
of a meal and its link to satiety.

6. Conclusion
Our design proposal presents the specificity to dissociate meta-

bolic and behavioral measurements in specific locations, in order
to study satiety in an experimental context. The behavioral

(2011), doi:10.1016/j.foodqual.2011.05.005

Please cite this article in press as: Allirot, X., et al. Integrating behavioral measurements in physiological approaches of satiety. Food Quality and Preference




8 X. Allirot et al./Food Quality and Preference xxx (2011) XXx—-Xxx

350 -
300 A f
""" Starchy .
Meat goefoes [
= = Vegetables H .
250 - ¢ ¢ :
=== Cheese .‘
== Sweet product N
S 200 4 ."
g .
% J
St .
@ .
5 150 L
100 - R
50 7
pommpommccccaa.
polfecee F.‘ N
0 Il
D, Y, D G G G G D G G ln ly Lo Ly by Ly g > e Lo <y Sy
D Y D D Y D D D Y D D T T D T T T T T % T T

Time (min: sec)

Fig. 3. Example of cumulative energy consumption (kcal) from starchy, vegetables, meat, cheese and sweet products, for one subject during its meal.

measurements are performed in a more realistic context than in
classical laboratories. This characteristic of our protocol makes it
possible to develop a more in-depth behavioral perspective in
the context of metabolic oriented studies, in mainly two ways:
by analyzing the meal at the food items level, and by analyzing
the microstructure of the meal.

Proposing a test meal in a place dedicated to food and catering,
and measuring behavioral data without interferences due to med-
ical equipment (such as intravenous cannula or calorimetric dis-
positive) is a first step. Even though we need to control an
important number of parameters in satiety studies, we hope to cre-
ate more realistic catering situations in the future, especially by
including social aspects of eating, as it has already been proposed
in experimental contexts (Reinbach, Martinussen, & Mgller, 2010;
Weber, King, & Meiselman, 2004).

We presented behavioral data from 14 subjects who tested the
buffet meal in the configuration we described in this paper. In or-
der to fully validate this tool, the reproducibility of energy intake
and other behavioral parameters during the ad libitum buffet test
meal needs to be assessed for the particular buffet configuration
that we presented. Reproducibility of energy intake during ad libi-
tum buffet meals has been studied (Arvaniti et al., 2000; Nair et al.,
2009), and was found to be highly reproducible. However, the
reproducibility of eating behaviors, including microstructure of
the meal, during a hot buffet meal, in another context than classi-
cal laboratories, with typical French foods, has to be demonstrated.

Satiety is at the junction of several scientific fields, making it a
complex phenomenon to study and measure. These in-depth eating
behavioral data, combined with kinetics measures of satiety bio-
markers and energy metabolism measures should provide a new
perspective on this psycho-physiological construct. The further we
go in the multi-disciplinarity, the better we can understand satiety
through its different aspects (behavioral, metabolic and subjective).
We hope our methodological proposal will contribute to better
understanding the complexity of satiety and assessing the effects
of various parameters which could have an impact on it.
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PARTIE B - Propositions et validations méthodologiques

4.3 Bilan et nécessité de validation

Aprés avoir présenté les différentes méthodologies utilisées pour mesurer |'appétit en contexte
expérimental, ainsi que l'intérét et les biais potentiels a combiner des mesures physiologiques et
comportementales, I'article précédent a mis en évidence l'intérét de dupliquer un méme protocole
expérimental dans deux lieux de recherche différents: un spécifiguement dédié a I'étude de
parametres physiologiques, I'autre a I'étude du comportement alimentaire. Par ailleurs, nous avons
proposé une situation écologique de repas au cours de laquelle I'étude du comportement
alimentaire va plus loin que la mesure de I'énergie totale ingérée, en particulier par I’étude des choix
alimentaires, des rythmes et des cinétiques de consommation au cours de ce repas. Avant de pouvoir
utiliser cet outil (buffet ad libitum en restaurant expérimental) et ces procédures d’analyse du repas,

il a été nécessaire de démontrer la reproductibilité des comportements dans cette situation et leur
sensibilité a une modification expérimentale préalable au repas. En effet, si la bonne reproductibilité
des apports énergétiques au cours d’'un buffet ad libitum en laboratoire a déja été démontrée
(Arvaniti et al., 2000; Nair et al., 2009), aucune étude n’a considéré cette question en contexte
écologique de restauration et en considérant les aspects temporels de la prise alimentaire au cours

du repas. Nous avons donc mis en place une étude de validation présentée ci-aprés.
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Chapitre 5: Validation de I’étude comportementale de 'appétit en
restaurant expérimental
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PARTIE B - Propositions et validations méthodologiques

5.1 Introduction

L'objectif de cette étude de validation était de répondre a la question suivante : I'outil proposé
« buffet ad libitum » en restaurant expérimental (Fig. 20) est-il un outil adapté pour étudier les effets
a court terme de parametres d’intérét sur I'appétit ? Pour répondre a cet objectif, deux questions
spécifiques se posaient :

- Est-ce gu’un sujet qui vient manger deux fois a ce buffet, exactement dans les mémes
conditions expérimentales, pour un repas de midi, va se comporter de la méme fagon lors de
ses deux venues, en considérant a la fois sa consommation d’énergie totale, de chaque
macronutriment, de chaque item alimentaire ou de chaque regroupement d’items
alimentaires proposés, ainsi que les parametres liés aux rythmes et cinétiques de
consommation décrits dans I'article précédent ?

- Est-ce qu’un sujet qui vient manger a ce buffet pour un repas de midi va se comporter
différemment (en considérant tous les parametres ci-dessus), aprés avoir pris son petit

déjeuner habituel au réveil ou en étant a jeun depuis la veille au soir ?

L'article présenté ci-aprés et publié dans Appetite décrit cette étude de validation dont le schéma est

représenté en figure 21.

Random order
1

| | | |

Session 1 Session A Session B Session FAST
(First exposition to food) (after a regular breakfast) (after a regular breakfast)  (in a fasted state since the evening before)

No measurement

f Sensitivity to the duration
s/iours of the fasting period

Figure 21 : Schéma de I’étude de validation du buffet

5.2 ARTICLE 2 : Validation of a buffet meal design in an experimental
restaurant
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Introduction

The growing concern about global obesity (Low, Chin, &
Deurenberg-Yap, 2009) has generated an increasing interest in
the study of eating behaviours and the control of food intake.
Understanding the mechanisms controlling human appetite and
energy intake is recognized as fundamental to nutritional science
(Stubbs, Johnstone, O'Reilly, & Poppitt, 1998). The ability to
measure food, energy and nutrient intake is critical to our under-
standing of the processes producing these secular trends (Stubbs,
Johnstone, O'Reilly, & Poppitt, 1998). In addition to the many
methods used for dietary assessment data in population studies
(Tucker, 2007), many techniques, apparatus and methodologies
have been developed for the purpose of experimental investigation
of human eating behaviours (Hill, Rogers, & Blundell, 1995).
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In experimental studies assessing the effects of a specific inter-
vention on subsequent energy intake, the most common way to
measure food intake is to allow participants to consume ad libitum
meals (Blundell et al., 2010). Ad libitum single-course meals have
been validated by demonstrating a good reproducibility for total
energy intake between two identical sessions (Bellissimo, Thomas,
Pencharz, Goode, & Anderson, 2008; Gregersen et al., 2008; Lara,
Taylor, & Macdonald, 2010). The assessment of food choice and
macronutrient preferences is feasible by the administration of a
buffet-type meal in which a large variety of food is offered to the
subjects. To our knowledge, two studies have assessed the validity
of buffet-type meals (Arvaniti, Richard, & Tremblay, 2000; Nair
et al,, 2009) and concluded that such meals were reproducible
tools for measuring total energy and macronutrient intake. These
two studies took place in a laboratory setting.

In addition, several studies have demonstrated the importance
of taking care of the context and the environment when studying
eating behaviours and particularly food choices (Larson & Story,
2009; Meiselman, 2007; Wansink, 2004). A review (Stroebele &
De Castro, 2004) pointed towards the major influence of ambiance
on eating behaviour and highlighted that the magnitude of its
effect, particularly of physical surroundings, is generally underesti-
mated. Thus, in order to increase the external validity of studies
exploring the effects of specific interventions on subsequent
energy intake, the realistic nature of the test meal and the eating
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situation should be given particular attention (de Graaf et al.,
2005).

Considering the above, we designed in our experimental restau-
rant (Giboreau & Fleury, 2009) a buffet-type meal situation, which
was as close to a typical eating situation as possible, in terms of
foods choice and eating environment. In a previous paper (Allirot
et al., 2011), we highlighted the potential interest of such a tool
and the need to validate it. To our knowledge, the validity of an ad
libitum buffet-type meal trying to preserve the ecological character
of the eating situation has never been assessed. In this paper, we also
demonstrated how video recording of the meals could allow us to go
beyond the single measurement of total energy intake, commonly
used in the buffet literature. Through a bite analysis and inspired
by the more thorough works on the microstructure of human inges-
tive patterns (for reviews, see Kissileff, 2000; Westerterp-Plantenga,
2000), we could particularly assess meal mechanics parameters such
as cumulative intakes, number of bites, bite size, bite rate, for the
whole meal, and for each temporal quarter of the meal, as proposed
earlier (Barkeling, Rossner, & Sjoberg, 1995). A bite analysis of a meal
could help in terms of better understanding the effects of specific
variables on the control of appetite, and the underlying mechanisms.
Recent studies assessed for example the effects of bite size on satia-
tion (Zijlstra, de Wijk, Mars, Stafleu, & de Graaf, 2009), or the role
played by bite size in the portion size effect (Burger, Fisher, &
Johnson, 2011; Orlet Fisher, Rolls, & Birch, 2003).

The aim of the present study was to assess the validity of an eco-
logical buffet-test meal in an experimental restaurant, including
not only energy and macronutrient intake, but also meal mechanics
parameters assessed through a bite analysis of the meals.

The two specific objectives of the present study were:

(i) totestthe intra-individual reproducibility of energy intake and
meal mechanics parameters between two identical sessions;

(ii) to assess the sensitivity of the above parameters to differ-
ences in hunger level induced by a period of food depriva-
tion before the meal.

Indeed, as doubts on sensitivity of buffet-test meal scenario
have previously been expressed (Blundell et al., 2010), we aimed
at verifying that context effects, such as offering a wide variety
of foods, do not overwhelm the effects that the study intends to
measure. We took advantage of the present protocol for describing
subjects’ responses to food deprivation, in terms of energy intake,
food choices and meal mechanics.

Methods
Subjects

Fourteen healthy normal-weight men aged between 22 and
33 years (mean + SEM = 25.4 £ 0.9 years) with a mean body mass
index (BMI) of 22.6 + 0.4 kg/m?, were recruited through advertise-
ments. None of the subjects had food allergies. All subjects re-
ported moderate levels of physical activity (less than 4 h of sport
per week). All were used to eating at breakfast and lunchtime. Be-
fore initiating the protocol, all subjects had to rate the foods served
in the test meals on an 8-point Likert scale (1 =“I hate it”, 8 =“I
love it”). To be eligible, subjects had to indicate liking at least
75% of the test food items and to not detest any of them. Although
all subjects gave their written consent to participate in the study,
they were not informed of its real purpose.

Design

Subjects were invited to four experimental sessions, each sepa-
rated by at least 7 days, and consisting of lunch in the experimental

restaurant of the Institut Paul Bocuse Research Centre (Giboreau &
Fleury, 2009). They were requested to avoid vigorous activities and
to abstain from alcohol consumption the day before each session.
Subjects were also asked to select a meal they consume regularly
and to eat this same meal the evening before each session.

In the first session (session 1), food consumption was not mea-
sured. Instead, the aim was to familiarise subjects with the envi-
ronment and foods used. In this session, all subjects were invited
to the experimental restaurant at 12:30 pm on the same day and
were asked to taste all of the food items proposed, during a collec-
tive buffet-type meal. A choice of classical hot and cold French food
items with varied macronutrient compositions was offered: grated
carrots, “paté de campagne”, rice, French beans, fried potatoes,
sausages, chicken breast, cottage cheese, cheese (“comté”), stewed
fruit, chocolate cake, white bread and sugar. The energy content
and macronutrient composition of these food items are described
in Table 1. Subjects were instructed to eat ad libitum. Their liking
for each food item was also recorded in order to verify the re-
sponses provided during the screening phase: subjects had to rate
their liking of each food item on a 100 mm visual analogue scale
(VAS). The mean rating for food items varied from 5.5+ 0.7 (for
fried potatoes), to 7.0 £ 0.4 (for chicken breast) (Table 1). Twelve
of the fourteen subjects rated at least 75% of food items tasted in
the test meals with a score higher than 5. The two remaining sub-
jects did not show a lower consumption than other subjects in
number of food items chosen or in energy, for the entire study.
Thus, we ensured a good level of homogeneity in food item liking
between subjects.

Of the three other sessions, two were identical: sessions A and B
(for reproducibility assessment), and for which subjects were in-
structed to eat their regular breakfast in the morning and to report
at 12:30 pm for a lunch in the experimental restaurant. In the other
session, (session FAST) (for sensitivity assessment), subjects were
instructed to report at 12:30 pm for a lunch in the experimental
restaurant, in a fasted state since the evening before. Whether
the FAST session occurred before, between or after sessions A
and B was randomly assigned for each subject. For these three ses-
sions (A, B and FAST), subjects were invited in groups of five and
were offered exactly the same eating situation each time, for which
a detailed description and explanation of potential value are avail-
able elsewhere (Allirot et al., 2011). A “brasserie” ambiance was
created in the experimental restaurant, using brasserie furniture
and background music, to construct a pleasant context for eating.
Five individual spaces of service (buffet) and consumption were
created, using decorative folding screens, where subjects were in-
vited to eat and not to communicate with others. Subjects ate,
seated in front of a small table. Each buffet meal was individual
and located close to each subject’s table. Each food item previously
tasted in session 1 was proposed and available in larger quantities
(see Table 1) than the expected intake for an average subject. All
food items were cut into small pieces, to avoid suggesting an
appropriate amount to eat. Subjects were invited to eat as long
as they wanted, until comfortably full. They could get up and help
themselves to any food item in any quantity freely during the meal.
Chafing dishes, commonly used for French buffets, were used in or-
der to keep hot food items at constant temperature all throughout
the meal.

Measurements

The same measurements were performed during the three ses-
sions A, B and FAST.

Electronic visual analogue scales were used to assess feelings of
hunger just before and immediately after the meal. Each electronic
VAS consisted of a 70 mm line (Almiron-Roig et al., 2009), pre-
sented on Dell Netbook (Latitude 2100 model, Dell Inc., Round
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Table 1

Energy content and macronutrient composition of the food items presented in the buffet meal, initial amount of each food item offered to one subject, grouping of food items
depending the course of the meal (first course/main course/dessert (including cheese)), the nutritional family of food (vegetables (Veg.)/starchy/meat/cheese/sweet food (Sweet))
and the energy density (ED) (low vs. high ED food item), mean rating (/10) given during session 1 (mean + SEM).

Food item Initial amount  Energy (Kk]/ Protein (g/ Lipid (g/ Carbohydrate (g/ Energy Course  Nutritional Rating/10
(g) 100 g) 100 g) 100 g) 100 g) density family (session 1)

Grated 300 597.1 0.7 13.1 5.5 Low First Veg. 6.8+0.4
carrots”

paté 200 1222.6 16.5 24.6 1.2 High First Meat 58+0.6

Rice” 400 588.3 2.2 3.0 26.2 Low Main Starchy 6.6 £0.5

French 350 297.1 1.5 4.6 59 Low Main Veg. 56+0.5
beans”

Fried 300 1026.8 2.7 114 33.0 High Main Starchy 5.5+0.7
potatoes

Sausages 190 1294.9 19.0 25.5 1.0 High Main Meat 6.2+0.5

Chicken 240 518.4 22.2 3.9 0 Low Main Meat 7.0x+04
breast

Cottage 270 306.3 7.3 3.2 3.8 Low Dessert Cheese 64+0.9
cheese

Comté 150 17071 29.0 32.0 1.0 High Dessert Cheese 6.3+0.3

Stewed fruit 300 280.3 0.3 0.2 16 Low Dessert Sweet 6.5+0.5

Chocolate 300 1681.5 6.4 23.1 421 High Dessert Sweet 6.4+0.6
cake

White bread 178 986.6 74 1.0 49.3 Low First Starchy 6.5+04

Sugar 30 1673.6 0 0 100.0 High Dessert Sweet Unrated

Water 1000 0 0 0 0 - - - Unrated

2 Energy, protein, lipid and carbohydrate contents were calculated using the CIQUAL Table from ANSES (Agence Nationale de SEcurité Sanitaire de I'alimentation, de

I'environnement et du travail) and/or information on food labels.
b Seasoned.

Rock, TX, USA) anchored at the beginning and end by opposing
statements: “not hungry at all” and “extremely hungry”, in re-
sponse to the question: “how hungry do you feel?”. Subjects were
requested to click on the line that best matched how they were
feeling at the time. FIZZ Sensory Software 2.40 H by Biosystémes
(Couternon, France) was used for automatic data capture and
transforming results in a 0-10 score of hunger.

In order to obtain the net amount of each food item eaten by
each subject at each session, all food items were weighed before
the buffet and foods that were not consumed were weighed again
after the end of the meal. To correct the data for the weight loss of
food items due to evaporation during the time of the meal, a coef-
ficient of evaporation was calculated for each food item using a
control buffet. Energy, protein, lipid, carbohydrate intake and mean
energy density of the meal were calculated using the French food
composition table CIQUAL 2008, from ANSES (Agence Nationale
de Sécurité Sanitaire), and/or information on food labels. Different
groupings of food items were created, in order to analyse the meals
at the food item level, according to: the meal course (first course/
main course/dessert (including cheese)), the nutritional family of
food (vegetables/starchy/meat/cheese/sweet food) and the energy
density (ED) (low vs. high ED food item). These groupings are de-
scribed in Table 1.

Subjects were video recorded during the meals thanks to cam-
eras (SONY EVI-D70) located in the ceiling of the experimental res-
taurant. The following parameters of meal ingestion were assessed
from a visual inspection of the tapes: total meal duration (from the
first to the last bite), time spent at the buffet choosing food, intake
of energy for each temporal quarter of the meal, number and mean
energy content of bites during the whole meal and for each tempo-
ral quarter of the meal, mean bite rate (bite/min). The determina-
tion of the content of each bite allowed us to estimate the energy
intake for each minute of each meal of the subjects and cumulative
energy intake for each individual meal (Allirot et al., 2011).

Statistical analyses

Intrasubject reproducibility (i.e. the agreement within each
individual’s data) between the sessions A and B for all variables,

except cumulative energy intake, was evaluated by determining
intraclass correlation coefficients (ICC) (Shrout & Fleiss, 1979). An
ICC > 0.8 was considered to indicate excellent agreement,
0.7 < ICC< 0.8 indicating good agreement and 0.6 < ICC < 0.7 indi-
cating moderate agreement (Nair et al., 2009; Pong et al., 2005).

To achieve 80% power to detect an ICC of 0.8 under the alterna-
tive hypothesis when the ICC under the null hypothesis is 0.3 with
a significance level of 0.05, a sample size of 12 subjects was neces-
sary. We included 14 subjects.

For comparison with other studies, tests of reproducibility were
also performed for total energy intake, according to Bland and
Altman (1986). Thus, the coefficient of repeatability (CR=2SD)
for the mean difference between session B and session A was cal-
culated. The CR indicates the absolute variability of the method.
The within-subject coefficient of variation (CV) which indicates
the relative variability of the method was calculated as (Gregersen
et al., 2008):

eV = { VI (Bly — E1)*/(2n)]} /Elmeanss

where Elg is energy intake in session B, El, is energy intake in ses-
sion A and Eleanap is the mean energy intake for sessions A and B.

To test for differences between session FAST and the two other
ones, we compared the mean value of sessions A and B to the value
in session FAST by using Student’s t-test, for all variables that re-
vealed at least a moderate agreement between sessions A and B.
For cumulative energy intake, we used mixed models to integrate
data for all subjects. The dependent variable was cumulative en-
ergy intake in k] (one data per minute of meal). Session, time, time
squared and the interaction between the time and the session were
considered as fixed effects; subjects were considered as random ef-
fects. The reproducibility was assessed considering data from ses-
sion A vs. session B; the sensitivity was assessed considering data
from session FAST vs. sessions A and B.

A random effect regression model was used for assessing the
part of the variability of energy intake explained by the level of
hunger (within subjects and between subjects). A mixed model
in which the dependent variable was the energy intake in k], with
an adjustment on subjects (random effect) was used for assessing
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any order effect for total energy intake: for sessions A + B, and for
the whole three sessions.

All tests were two-sided and differences were considered signif-
icant at P < 0.05. Values are expressed as Mean * Standard Error of
Mean (SEM). Stata Version 11 statistical software (Stata Corp., Col-
lege Station, TX) was used for all statistical analysis.

Results
Intrasubject reproducibility of energy and food items intake

Responses to VAS showed an excellent reproducibility of the
feeling of hunger just before the beginning of the meal (5.6 + 0.4
for session A vs. 6.2 + 0.6 for session B; ICC=0.81), and immedi-
ately after the meal (0.9 + 0.2 for session A vs. 0.9 + 0.3 for session
B; ICC = 0.80).

Energy consumption for each session and ICC for energy intake
are shown in Table 2. Total energy intake (kJ), total amount of food
consumed (g) and mean energy density (kJ/g) showed excellent in-
tra-individual reproducibility between visits A and B. Reproduc-
ibility between visits was excellent for carbohydrate and lipid
intakes (in kJ and in percents of total energy), good for protein in-
takes (k]J) and moderate for the percents of energy from protein.

The within-subject coefficient of variation (CV) for total energy
intake was 10.3% and the correlation between total energy intake
on sessions A and B was r=0.828 (R?=0.686, P=0.0003; Fig. 1).
To illustrate the reproducibility, a Bland-Altman plot for mean to-
tal energy intake values is shown in Fig. 2 (CR = 1748 kJ).

The inter-individual differences for total energy intake are
shown in Fig. 3. Eleven of the 14 subjects ate more at the first ses-
sion (A) compared with the second (B), but we did not find any or-
der effect between these two sessions in terms of total energy
intake (P=0.512). Mean energy intake for sessions A and B was
5917 £ 372 kJ, which represents more than 47% of total daily en-
ergy needs of the subjects as calculated with the Harris and
Benedict equation for men who have a moderate physical activity
(Van Way, 1992).

For 50% of the food items contained in the buffet, there was an
excellent reproducibility (bread (0.83), chicken breast (0.82)) or
good (sausages (0.77), chocolate cake (0.76), rice (0.74), “paté de
campagne” (0.71), French beans (0.70)), while for approximately
21% of food items (stewed fruit (0.68), grated carrots (0.68), water
(0.60)), there was a moderate reproducibility between sessions.
The reproducibility was low for four food items (cottage cheese
(0.54), sugar (0.52), cheese (“comté”) (0.45) and fried potatoes
0.43)).

Regarding groupings of food items (cf. Table 3), we found an
excellent reproducibility for energy intake from low ED food items
and from high ED food items. According to the course of the meal,
energy intake from the grouping of first course food items was
highly reproducible, while reproducibility for energy from dessert

Table 2
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Fig. 1. Ad libitum total energy intake on session B plotted against ad libitum total
energy intake on session A.

food items (including cheese) was good. Reproducibility for energy
intake from main course food items was moderate. According to
the nutritional family of food, reproducibility was excellent for en-
ergy intake from sweet food, and moderate for energy intake from
vegetables, starchy, meat and cheese.

Intrasubject reproducibility of meal mechanics

Reproducibility for total meal duration was good (24'17” £ 1'09”
for session A vs. 23'43” + 1'00” for session B; ICC = 0.72), as for the
time spent at the buffet choosing food (3'15” £ 0'10” for session A
vs. 3'06” £ 0’7" for session B; ICC=0.77). Total number of bites
(100 % 6 for session A, 101 £ 6 for session B; ICC = 0.85), mean en-
ergy content per bite (60.7 £ 2.9 k] for session A, 58.6 + 3.8 k] for
session B; ICC = 0.82) were highly reproducible. Reproducibility be-
tween sessions for bite rate (4.2 + 0.2 bites/min for A, 4.3 +0.3
bites/min for B; ICC = 0.72) was good.

The mixed model estimation including cumulative energy in-
take data from sessions A and B showed neither an effect of session
(P=0.80) nor an interaction between time and session (P=0.87).
This suggests a good reproducibility for cumulative energy intake
between sessions. An effect of time (P < 0.0001) was found, while
there was no effect of time squared (P =0.57).

Analysis by temporal quarter of meal showed an excellent to
good intra-individual reproducibility between sessions A and B,

Total energy intake, amount of food eaten, energy density and macronutrient intakes (in kJ and % of energy intake) for sessions A, B and FAST (mean + SEM), reproducibility
between sessions A and B (intraclass correlation coefficient, ICC); P values are results for the Student’s t-test comparing the mean of sessions A and B to session FAST.

Session A Session B ICC Mean A and B Session FAST P
Total energy intake (KkJ) 6021 + 397 5812 + 356 0.82 5917 +372 6669 + 443 0.02°
Amount of food eaten (g) 800 + 55 802 +52 0.88 801 +53 88370 0.09
Energy density (k]/g) 7.50 £ 0.25 7.24 +0.29 0.80 7.37+0.25 7.57 £0.25 0.28
Carbohydrate intake (k]) 2228+ 167 2174+ 163 0.83 2201 +163 2506 + 205 0.03"
Carbohydrate intake (%) 37.0+13 374+1.1 0.73 37212 376+1.7 0.50
Lipid intake (Kk]) 2800+ 218 2714+ 192 0.81 2757 + 205 3146 + 234 0.02"
Lipid intake (%) 46.5+1.3 46.7£1.5 0.84 46.6+1.4 472 1.7 0.58
Protein intake (K]) 993 +63 924 + 67 0.79 959 +63 1017 + 84 0.24
Protein intake (%) 16.5+0.6 15.9+0.8 0.64 16.2+0.7 15.2+0.6 0.01

" P<0.05.
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Fig. 2. Bland-Altman diagram of total energy intake. Individual differences between total energy intake on session B and session A are plotted against individual mean values
for sessions A and B. The horizontal lines show the mean differences between session B and session A (—179 Kk]), and the mean + 2SD (—1927 and 1569 kJ).

Table 3

For sessions A, B and FAST, energy intake (k]) from each group of food items depending the course of the meal, the energy density and the nutritional family of food,
reproducibility between sessions A and B (intraclass correlation coefficient, ICC); P values are results for the Student’s t-test comparing the mean of sessions A and B, to session
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Fig. 3. Individual data for total energy intake in k] for each of the sessions A, B and FAST.

893

FAST.
Session A Session B ICC Mean A and B Session FAST P
First course 1919171 1687 +184 0.83 1803 +176 1996 + 230 0.26
Main course 2262 +180 2284 +134 0.60 2273 £ 155 2452 +213 0.18
Dessert 1840 + 188 1841 +192 0.79 1840+ 192 217163 0.04"
High ED food 3104 £318 2982 +318 0.80 3043 +318 3565 +305 0.01"
Low ED food 2917 +230 2830 £ 255 0.95 2874 +243 3050 £ 326 0.37
Vegetables 792 +96 859+71 0.61 826+ 84 916 + 96 0.29
Starchy 1783 £ 142 1704 £ 126 0.60 1744 £134 1950 + 163 0.06
Meat 1603 £ 176 1411 £126 0.66 1507 + 151 1577 £222 0.57
Cheese 599 +92 603 +109 0.65 601 + 100 674 +109 0.23
Sweet products 1244 + 163 1235+159 0.78 1240 + 159 1498 + 188 0.09

" P<0.05.
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for the first three quarters, for the following parameters: total en-
ergy intake, energy intake from carbohydrates and lipids (Fig. 4),
number of bites, mean energy content of bite (not shown). For all
these parameters, reproducibility was lowest in the last quarter
of the meal: moderate for total energy intake, energy intake from
lipids, number of bites and mean energy content of bite; low for
energy intake from carbohydrates. Reproducibility for energy in-
take from proteins was excellent for the last quarter, good for
the second, moderate for the first and low for the third quarter.

Sensitivity of energy and food items intake to differences in hunger
level

Responses to VAS confirmed that the feeling of hunger just
before the beginning of the meal was higher for session FAST
(7.5 £0.3) than for the mean of session A and B (5.9+0.5) (P=
0.025). No difference was found in the levels of hunger immediately
after the meal (P=0.22).

As shown in Table 2, subjects consumed significantly more
energy at the buffet during session FAST (6669 + 443 k]) compara-
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tively to the mean of sessions A and B (5917 + 372 kJ), P=0.02. In
Fig. 3, we can observe that 10 of the 14 subjects ate more at session
FAST than at sessions A and B. We did not find any order effect
between the three sessions in terms of total energy intake
(P=0.411).

For the whole three sessions (A, B and FAST), we found that
25.7% of the inter-individual variability for energy intake (between
subjects) was explained by the level of hunger just before the meal
(r=0.507). The level of hunger explained 35.2% of the intra-indi-
vidual variability for energy intake (within subjects) (r=0.593)
(P<0.0001).

We did not find a significant difference in the total amount of
food eaten and mean energy density. During session FAST, subjects
consumed significantly more energy from carbohydrates (P = 0.03),
and from lipids (P = 0.02). Subjects ate the same quantity of protein
during all sessions, but, due to the increase in carbohydrate and
lipid intake, the percent of energy from protein was significantly
lower in session FAST (P = 0.01). During session FAST, subjects con-
sumed significantly more energy from high ED food items
(P=0.01) and from dessert food items (P = 0.04). We did not show
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Fig. 4. Mean macronutrient intake (k]) - for the whole meal and for each temporal quarter of the meal - for sessions A, B and FAST; values between columns A and B are ICC

for total, lipid, carbohydrate, and protein intake between sessions A and B; *

indicates that P < 0.05 where P values are results for the Student’s t-test comparing the mean of

sessions A and B, to session FAST for each parameter during each temporal quarter or during the whole meal.
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any difference in energy consumption from all other groups of food
items (Table 3).

Sensitivity of meal mechanics to differences in hunger level

Neither total meal duration of session FAST (24'19” + 1'00”)
(P=0.71) nor time spent at the buffet choosing food (317"
0'13") (P =0.82) were different compared to the mean of sessions
A and B. No difference was found between session FAST and the
other two, in the total number of bites (P = 0.42), the mean energy
content of bites (P=0.28) and the mean bite rate (P = 0.80).

The estimation of a mixed model including cumulative energy
intake data from session FAST vs. sessions A and B showed an effect
of the session (P = 0.046) and of the interaction between time and
session (P < 0.0001). An effect of time (P < 0.0001), but no effect of
time squared (P =0.62), were found.

Analysis by temporal quarter of meal (Fig. 4) showed significant
differences between session FAST and others, only for the last
quarter of the meal. Over the last quarter, subjects consumed more
energy during session FAST (P=0.02), and particularly more en-
ergy from lipids (P=0.03) and from carbohydrates (P=0.04). No
difference in energy intake from proteins was found (P =0.09). In
this quarter of the meal, total number of bites was not different
(P=0.29), but mean energy content of bites was significantly high-
er for session FAST (70.3 £6.3 k] vs. 62.8 +5.4 k], P=0.04).

Discussion

The results of the present study provide evidence that the use of
a buffet-type meal in an experimental restaurant setting is a repro-
ducible method to assess energy intake and meal mechanics. We
also demonstrated that this tool is sensitive to differences in hun-
ger levels induced by food deprivation. This suggests that it is ade-
quate for assessing the effects of dietary interventions, assumed to
modify the level of hunger, on energy intake and underlying
behavioural mechanisms.

In the current study, we found a positive correlation between
the level of hunger before the meal and subsequent energy intake.
This result is in line with some other studies (Flint, Raben, Blundell,
& Astrup, 2000) but contrasts with others (Stubbs et al., 2000). This
discrepancy could partially be explained by differences in the sta-
tistical relationships that are calculated in the different studies (de
Graaf, 1993). We found a higher correlation using a within-subject
compared to a between subject analysis. This confirms that appe-
tite ratings using VAS are best used in within-subject comparisons
(Stubbs et al., 2000) even in studies with subjects quite close in
terms of energy requirement.

Energy, macronutrient and food items intake

Our results of reproducibility for total energy intake are in line
with results from other reproducibility studies using ad libitum sin-
gle-course meals. Gregersen et al. (2008) gave a homogeneous
mixed hotpot lunch to normal-weight men with or without stan-
dardisation of energy intake before the study. They found respec-
tively a CV=8.9% and a CR=1478k] or a CV=14.5% and a
CR=1831 kJ. Lara et al. (2010) gave a pasta with cheese and toma-
to sauce lunch to overweight subjects. They found a CV =4.5%
(R?>=0.94) or a CV = 11.5% (R? = 0.57), respectively, after a non-en-
ergy or a whey protein preload.

The reproducibility of energy intake, amount of food consumed
and macronutrient intake are consistent with two previous studies
conducted in a laboratory setting using a standardised buffet-test
meal (Arvaniti et al., 2000; Nair et al., 2009). This confirms that a
buffet-test meal is an adapted tool to assess macronutrient choice,
as suggested by Arvaniti et al. (2000). In the two former studies

that have assessed the validity of buffet-type meals (Arvaniti
et al., 2000; Nair et al., 2009), a cold buffet was served to the sub-
jects in a laboratory setting, and physiological measurements ta-
ken during the sessions, such as indirect calorimetry (Arvaniti
et al., 2000), blood collection and measurement of the gastric emp-
tying (Nair et al., 2009). In the present study, the focus was placed
on eating context, the absence of concomitant measurements, the
type of food given, in order to allow the subjects to eat a regular
meal with cold and hot dishes, and with several courses. To our
knowledge, the present study is the first to demonstrate the repro-
ducibility of food choices during a buffet-type meal in such a real-
istic context.

At the food item level, the results are in accordance with those
of the only study (Nair et al., 2009) which has assessed the repro-
ducibility of intake at this level. In this study, the authors found an
excellent or good consistency between sessions for approximately
50% of the 18 food items proposed, and a moderate agreement for
16%.

The excellent reproducibility for groupings of high and low ED
foods suggests that energy intake from high and low ED food tends
to remain stable from one session to another when a buffet meal is
offered with ad libitum consumption. The results at the meal course
level indicate that between two identical buffet meal sessions, sub-
jects tend to consume the same amount of energy from first course
and dessert food items; more variation was observed in energy in-
take from main course food items. Concerning the nutritional fam-
ily of food items, a greater variation was also observed.

The increased energy intake in session FAST is consistent with
other studies using a homogeneous single-course meal (Yeomans,
Gray, Mitchell, & True, 1997) or solid food units (Spiegel, 2000)
in a laboratory setting. Doubts on sensitivity of buffet-test meal
scenario have previously been expressed (Blundell et al., 2010).
The present study demonstrates that a buffet-test meal is a sensi-
tive tool for assessing the effect of a specific intervention on subse-
quent energy intake and that a wide variety of foods and context
effects do not overwhelm the effects that the study intends to mea-
sure. We also demonstrated that after food deprivation, the in-
creased total energy intake at the buffet meal was explained by
an increased consumption of high ED and dessert food items. Such
observations at the food group level could present a major interest,
especially in the study of research questions directed at public
health interventions, in a context where nutritional recommenda-
tions target products, and food categories, rather than total daily
energy intake (Hercberg, Chat-Yung, & Chauliac, 2008).

We observed, as in other studies (Arvaniti et al., 2000) a spon-
taneous overfeeding. It may be explained by the wide variety of
food offered, that is known to enhance food intake by delaying
the development of satiation (Hetherington, Foster, Newman,
Anderson, & Norton, 2006). Sensory-specific satiety seems to play
a key role in this mechanism (Brondel et al., 2009). This overcon-
sumption could be a limitation associated with using buffet test-
meals in a context where the measurement of representative daily
energy intake is important (Arvaniti et al., 2000). The other meth-
odologies used to assess food intake, including choices, in experi-
mental contexts, such as vending machine systems (Venti,
Votruba, Franks, Krakoff, & Salbe, 2010) also led to overconsump-
tion compared to free living conditions. Free ad libitum access to
a wide variety of “ready-to-eat” food seems to necessarily lead to
overeating. A potential way to reduce overconsumption with this
kind of protocol could be to introduce an economic incentive by
asking subjects to pay for their foods, as it has been successfully
implemented in experimental economic studies (Smith & Walker,
1993). This may involve subjects more in their food choices and
be closer to real life where dietary decision are based on physiolog-
ical, psychological but also economic considerations (Nestle et al.,
1998). This hypothesis should be tested in further research.
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We made the choice not to include social aspects of eating in
this study, but we think that efforts should be done in order to take
into account such parameters, as already proposed in a few studies
(Reinbach, Martinussen, & Meller, 2010; Weber, King, &
Meiselman, 2004). Another limitation of the present study con-
cerns the study sample, which consisted only of normal weight
men. Even if other authors have found that gender and dietary re-
straint did not influence the consistency of food intake (Martin
et al,, 2005), we cannot extend our results to women and re-
strained or obese subjects.

Meal mechanics

In the present study, we demonstrated a good to excellent
reproducibility for all meal mechanics parameters investigated.
We also found that cumulative energy intake was sensitive to dif-
ferences in hunger level. The other meal mechanics parameters
and particularly the mean energy content of bites and bite rate
were stable in food deprivation conditions.

Authors who have assessed the stability of eating rates have
mostly used a Universal Eating Monitor (UEM) (Barkeling et al.,
1995; Hubel, Laessle, Lehrke, & Jass, 2006) which continuously
monitors eating from a plate placed on a scale built into a table
and connected to a computer. Westerterp-Plantenga et al. (1990)
found consistent cumulative food intake curves over 3-6 repeated
meals consisting in a single-course homogeneous meal. More re-
cently, Martin et al. (2005) assessed the reproducibility of cumula-
tive energy intake curves using a meal that consisted of sandwich
squares presented in a plate. They concluded that microstructure
parameters across sessions were fairly stable, suggesting that these
eating variables could be used in studies aiming to test the effects
of manipulations with within-subjects designs (Barkeling et al.,
1995). These authors used homogeneous meals which was also
the case for most of the studies involving UEM. Some authors have
used the UEM in a buffet situation (Haynes, Lee, & Yeomans, 2003)
and in an elegant four-course meal design (Westerterp-Plantenga,
Wouters, & Ten Hoor, 1991) but it implies several experimental
constraints which may hardly be compatible with maintaining
the ecological character of the eating situation.

To our knowledge, reproducibility of parameters describing
mechanics of a meal had never been assessed with a buffet-test
meal design. Thus, the results of the present study extend the
use of these parameters (cumulative intake, bite rate, mean energy
content of bites) to research protocols using a buffet meal design,
which is more representative of the usual way to eat than a unique
liquid, semi-solid or solid food item.

Our design allowed the assessment of cumulative intake using a
more naturalistic meal than in a laboratory setting, but visual
inspection did not permit the same precision as would be achieved
with a UEM. Indeed, in the current study, cumulative intakes were
assessed by using a bite analysis rather than a gram analysis. The
main limit of a bite analysis is the lack of consistency from one bite
to another and the potential differences between individuals. How-
ever, bite analysis has been used in earlier studies (Hill &
McCutcheon, 1984) and more recent ones (Burger et al., 2011; Li
et al., 2011; Orlet Fisher et al., 2003; Ruijschop et al., 2011; Spiegel,
2000; Zijlstra et al., 2009). It should not be recommended for a spe-
cific in-depth meal microstructure study, but it is quite informative
for assessing eating rates without specific device in a normal eating
environment.

In the current study, we aimed to have a global overview of the
whole process of an ad libitum multi-course meal, including both
periods of eating and periods of service at the buffet table. Thus,
we made the choice not to use the classical analytic procedures,
such as coefficient or area under curve approaches, which are
specifically used for analysing cumulative energy intake data of

homogeneous one-course meals and may potentially offer differ-
ent interpretations of the same data (Dovey, Clark-Carter, Boyland,
& Halford, 2009). The mixed models we estimated allowed us to
consider subjects as random effects, while also accounting for the
different sessions and the interaction between time and session.
Thanks to these models, we demonstrated the reproducibility of
cumulative energy intake between sessions and their sensitivity
to food deprivation.

This cumulative intake analysis, completed by the food groups
and the temporal quarters approach, allowed an in-depth under-
standing of the behavioural mechanisms leading to an increase
or a decrease in total energy intake. As an illustration, we could
demonstrate that food deprivation increased energy intake by
increasing consumption at the end of the meal and particularly
high density foods and dessert consumption. This increased energy
intake in the last temporal quarter was not explained by a higher
number of bites but by a higher mean energy content of each bite.
Furthermore, we demonstrated a good stability even in food depri-
vation conditions, for total meal duration, time spent at the buffet
choosing food, total number of bites, mean energy content per bite
and bite rate for the whole meal. Other authors had previously
shown that food deprivation significantly affected initial ingestion
rates of solid food units (Spiegel, 2000). We did not confirm this re-
sult with a buffet-test meal design. This confirms that the choice of
test meal may influence meal parameters as already demonstrated
by Bellisle, Guy-Grand, and Le Magnen (2000). Thus, results on the
effects of interventions such as deprivation may be different while
using different test meals. Using a more realistic test meal that al-
lows the subjects to compose their own meal instead of the exper-
imenter choose for them should be encouraged in order to assess
the effect of specific interventions on subsequent intakes.

Conclusion

The present study, still in an experimental context, tends to
refocus more human eating research on people eating real foods
in real eating situations, as recommended by Meiselman (1992).
We created and validated a more naturalistic catering situation
than commonly employed in experimental studies exploring inter-
ventions on the short-term regulation of food intake. We demon-
strated the reproducibility and sensitivity to differences in
hunger level, of energy intake and eating behaviours, including
meal mechanics, during a buffet-type meal proposed in an experi-
mental restaurant. This study provides support for the use of buf-
fet-type meals in normal eating environments to test the efficacy
of interventions or strategies designed to modify food intake, bet-
ter control of satiety and body weight. Furthermore, a behavioural
exploration of the meals, inspired by meal microstructure litera-
ture, and characterised by meal mechanics parameters, as pro-
posed in this study should be encouraged in order to better
understand the effects of such interventions and to move towards
public health recommendations.
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5.3 Bilan de I’étude de validation

Cette étude a permis de valider I'utilisation du buffet individuel ad libitum proposé au restaurant
expérimental du Centre de Recherche de I'Institut Paul Bocuse pour investiguer les effets a court
terme sur le comportement alimentaire au repas suivant, de parametres susceptibles de modifier

I"appétit.

En plus des parametres classiquement mesurés dans les études sur I'appétit (énergie totale ingérée,
voire énergie provenant de chagque macronutriment), nous avons démontré que l'utilisation d’autres
parametres décrivant la mécanique et/ou la cinétique du repas était valide dans ce contexte. Nous
avons en particulier démontré la bonne reproductibilité des courbes cumulatives de consommation
de I'énergie, qui informe sur le « chemin » parcouru par un sujet pour atteindre |'énergie totale qui
est ingérée pendant le repas. Nous avons également évalué la reproductibilité des courbes
cumulatives de chaque macronutriment (données non présentées). Cette analyse a mis en évidence
gue, contrairement a I'énergie totale ingérée, les consommations cumulatives de glucides, lipides et
protéines sont différentes entre deux venues identiques au buffet. En d’autres termes, entre deux
venues identiques au buffet ad libitum, les sujets suivent globalement le méme « chemin » (ou la
méme cinétique d’ingestion) pour I'énergie totale, mais les cinétiques concernant les différents
macronutriments ne sont, elles, pas reproductibles. L’analyse par quart (temporels) de repas permet
de décrire plus explicitement les évolutions des consommations de chaque macronutriment au cours
de ce repas. Dans le contexte proposé, c’est le dernier quart de repas qui semble le plus soumis a des
variations entre deux venues identiques; c’est aussi pendant ce dernier quart de repas que les
différences d’appétit expérimentalement induites se sont exprimées par une modification du

comportement, dans I'’étude que nous venons de présenter.

Aprés avoir validé cet outil, nous allons présenter dans la partie suivante comment celui-ci a été
intégré au protocole SAFRAN (SAtiété, FRéquence des repas et Aspects Nutritionnels), dans I'objectif
d’étudier chez des sujets de poids normal et chez des sujets obéses, les effets de I'augmentation de

la fréquence des prises alimentaires sur I'appétit, la balance énergétique et le métabolisme.
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Chapitre 6 : Application de cette méthodologie a I’étude du
fractionnement alimentaire : le projet SAFRAN.
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6.1 Schéma de l'étude

Le protocole du projet SAFRAN a été imaginé pour répondre au second objectif de ce travail de
these, a savoir: évaluer les effets d’une augmentation isocalorique de la fréquence des prises
alimentaires :

- sur l'appétit, en considérant a la fois les approches subjective (via des EVA),
comportementale en milieu écologique (via I'utilisation du buffet ad libitum a I'IPB) et
physiologique (via le dosage d’hormones de I'appétit) ;

- surla dépense énergétique (via des mesures de calorimétrie indirecte) ;

- sur des parameétres métaboliques : utilisation des substrats (par calorimétrie indirecte) +

cinétiques plasmatiques de glucose, insuline, AGNE et TG.

Ordre aléatoire

A

L L L . L L
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Repas
standardisé au
Condition F1 S
8h Sh 10h 11h 12h 13h 14h 15h
B Tz ! 1 L Il ! 1 1 1 L 1 L I L L L L L L L ! L L ! I ! L 1 L L L
T ' u L y L T L LI y T ™ T T T
o 120 180 240 300 360 430

= T L T
s
Condition F4
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A

Figure 22 : Etude SAFRAN : schéma général (A) et mesures réalisées durant les explorations métaboliques au CRNH et les
explorations comportementales a I'IPB (B). F1 : petit déjeuner en 1 prise ; F4 : petit déjeuner en 4 prises.

Pour répondre a cet objectif, nous avons chez un groupe de sujets de poids normal et un groupe de
sujets obéses, évalué I'effet de la prise d’un petit déjeuner fractionné en 4 prises identiques a 8h, 9h,
10h et 11h (condition F4), vs. la prise du méme petit déjeuner (non fractionné) consommé en une
seule prise a 8h (condition F1). Chaque sujet a expérimenté deux fois chacun des petits déjeuners :

une fois au CRNH Rhone-Alpes pour I'exploration des parametres physiologiques, au cours des
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journées dites « d’exploration métabolique », une fois a I'Institut Paul Bocuse pour I'exploration des
parametres comportementaux, au cours des journées dites « d’exploration comportementale ».
L’ordre des quatre journées d’exploration a été randomisé. La figure 22 propose une représentation
schématique du protocole de I'étude (cf. Fig. 22A) et des différentes mesures réalisées au cours des
journées d’exploration métabolique et comportementale (cf. Fig. 22B).

Entre la visite d’inclusion (décrite ci-apres) et la premiere journée d’exploration, les sujets étaient
invités a un repas de midi au restaurant expérimental du Centre de Recherche de I'Institut Paul
Bocuse, afin de se familiariser a I'environnement et aux aliments proposés pendant I’'étude. Chaque
sujet était face au buffet individuel ad libitum décrit dans les Articles 1 et 2. L'objectif de cette visite
de familiarisation était de limiter les biais liés a la découverte de I'environnement lors de la premiéere
journée d’exploration comportementale (surconsommation liée a la découverte du buffet ad libitum,
sous ou surconsommation liée au stress d’arriver dans un environnement inconnu). Au cours de cette
visite, les sujets étaient invités a donner une note d’appréciation a chacun des aliments du buffet, via

des EVA.

6.2 Population

6.2.1 Procédures de recrutement et d’inclusion des sujets

Les sujets ayant participés a I'étude SAFRAN ont été recrutés par le biais d’annonces dans les médias
ainsi qu’a partir des bases de données de volontaires disponibles au sein du CRNH. Tous les sujets ont
participé a une visite d’inclusion avant leur recrutement dans I'étude. Lors de cette visite, les sujets
ont été informés de la nature du protocole, de son déroulement et de son but général. Les sujets ont
été informés qu’ils pouvaient étre filmés au sein du Centre de Recherche de I'Institut Paul Bocuse,
mais ils nont pas été informés de la nature des mesures comportementales réalisées au cours du
buffet ad libitum. Le médecin investigateur en charge de la visite d’inclusion a recueilli leur
consentement éclairé et signé. Le protocole a été approuvé par le comité d’éthique de Lyon et était
en accord avec la déclaration d’Helsinki Il et la loi francaise Huriet-Serusclat.

La visite d’inclusion s’est déroulée pour chaque sujet en deux temps : un temps médical (avec le
médecin investigateur) et un temps diététique (avec une diététicienne). Le temps médical
comportait un interrogatoire sur les antécédents personnels et familiaux, les traitements en cours;
ainsi qu’un examen médical standard (mesure du poids, de la taille, du tour de taille, tour de hanche,
et prise de la tension artérielle et du pouls) et les prélevements sanguins nécessaires pour vérifier les

criteres d’inclusion. Le temps diététique comprenait une évaluation de la consommation alimentaire
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habituelle (prise d’un petit déjeuner et d'un repas de midi, consommation habituelle de 3 ou 4 prises
alimentaires par jour, aspects qualitatif et quantitatif du comportement alimentaire, préférences,
dégolts, allergies ou interdits alimentaires). Il a été demandé a chaque sujet de compléter le « Dutch
Eating Behaviour Questionnaire » (DEBQ) (Van Strien et al., 1986; Lluch et al., 1996) (cf. Annexe 1).
Ce questionnaire permet en trente-trois questions d’évaluer trois facteurs distincts du
comportement alimentaire : la restriction alimentaire, I'émotivité alimentaire et I'externalité. Les
sujets devaient également compléter le « Three-Factor Eating Questionnaire » (TFEQ), qui mesure lui
aussi trois facteurs : la restriction, la désinhibition et la faim (Lluch et al., 1996) (cf. Annexe 2).

Les sujets ont été inclus dans I’étude s’ils répondaient aux criteres d’inclusion suivants. Nous avons
choisi de ne recruter que des hommes, étant donné qu’au cours du cycle menstruel, la femme est
susceptible de présenter des variations de comportement alimentaire qui pourrait jouer le role de
facteur confondant (Lissner et al., 1988). Nous avons choisi de recruter des hommes dont I'age était
compris entre 20 et 40 ans. Le choix de cet intervalle a été fait pour ne pas observer trop de diversité
entre les participants (on a vu par exemple que le rassasiement sensoriel spécifique pourrait décliner
avec I'age (Rolls et al., 1991)), tout en ne réduisant pas trop l'intervalle afin de parvenir a recruter un
nombre suffisant de sujets obéses, toujours plus difficiles a recruter malgré I'augmentation des
prévalences d’obésité. Les sujets devaient avoir un IMC compris entre 20 et 25 kg/m? (bornes
incluses) pour les sujets de poids normal ; entre 30 et 35 kg/m? (bornes incluses) pour les sujets
obeses. lls devaient également étre non-fumeurs et non claustrophobes (indispensable pour les
mesures de calorimétrie indirecte), déclarer pratiquer une activité physique modérée (maximum 4
heures de sport par semaine) et étre en poids stable au cours des trois derniers mois. Par ailleurs, les
personnes travaillant de nuit ont été exclues ; les sujets devaient prendre habituellement un petit
déjeuner et un repas de midi, ne présenter ni allergie, ni intolérance alimentaire et déclarer
apprécier la majorité des aliments proposés pendant I'étude. Les sujets devaient présenter des
scores normaux au DEBQ et au TFEQ, en particulier pour éviter les personnes présentant une
restriction cognitive. Enfin, seules les personnes ayant une glycémie a jeun normale (< 7mmol/l), une
cholestérolémie totale < 6,8 mmol/l, une triglycéridémie < 2.5 mmol/l, et ne présentant aucune
pathologie particuliere ou d’antécédent médical les rendant inaptes a la participation a I'étude

(diabete, insuffisance rénale chronique,...), ont été inclues.

Une fois chaque sujet inclus, il lui a été remis un questionnaire alimentaire (cf. annexe 3), afin qu’il
rapporte I'ensemble de ses consommations alimentaires (qualité, quantité et type de prise) sur une
durée de 6 jours (non consécutifs) choisis avec la diététicienne : 4 jours de semaine et 2 jours de
week-end. Chaque sujet inclus, et ayant participé a I'intégralité de I'étude a regu une indemnité de

400 Euros apres la derniere journée d’exploration.
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6.2.2 Calcul du nombre de sujets nécessaires

Deux critéres de jugement ont été utilisés pour calculer le nombre de sujets nécessaires. Le premier
était la concentration en ghréline juste avant le repas de midi.

Le calcul du nombre de sujets nécessaires, d’aprés les données d’'une étude (Nazare et al., 2011)
réalisée au CRNH Rhone-Alpes, a indiqué que 19 sujets seraient suffisants pour observer une
différence significative de la concentration plasmatique de ghréline avant le repas suivant, suite a
I'ingestion de 2 petits déjeuners différents (avec une diminution de 40 % de I'excursion glycémique
du petit déjeuner), avec un risque a de 0,05 et une puissance de 80 %, pour un test bilatéral (entre
les deux petits déjeuners : différence de 200pg/ml pour la concentration de ghréline avant le

déjeuner (déviation standard de 345pg/ml)).

Nous avons également réalisé ce calcul avec un second critéere de jugement : I'énergie totale ingérée
au cours du buffet ad libitum. Le calcul du nombre de sujets nécessaires, d’apres les travaux réalisés
par Speechly et al. (1999b), chez des sujets de poids normal, a indiqué que 14 sujets seraient
suffisants pour observer une différence significative de la quantité d’énergie consommée au cours
d’un second repas ad libitum, suite a I'ingestion d’un petit déjeuner en 1 prise ou en 5 prises, avec un
risque a de 0,05 et une puissance de 80 %, pour un test bilatéral (différence de 324 kcal pour
I’énergie consommée entre les deux petits déjeuners, déviation standard de 286 kcal).

Le méme calcul, toujours d’apres les travaux de Speechly et al. (1999a) chez des sujets obeses, a
indiqué que 20 sujets seraient suffisants (différence de 358 kcal pour I'énergie consommée entre les
deux petits déjeuners, déviation standard de 392 kcal).

Aussi, nous avons choisi de fixer notre échantillon a 20 sujets de poids normal et 20 sujets obeéses. Si
I’objectif des 20 sujets a été tenu pour les sujets de poids normal, la difficulté a recruter des sujets
obeéses respectant les critéres d’inclusion cités précédemment ne nous a pas permis de recruter plus
de 17 sujets obéses. Nous verrons néanmoins dans la présentation des résultats que ce parameétre ne

semble pas avoir impacté les conclusions pour cette catégorie de sujets.

6.3 Petits déjeuners

Les petits déjeuners proposés aux sujets étaient composés de 40g de pain blanc, 80g de croissants,
30g de confiture de fraise, 10g de beurre, 10g de sucre, 120ml de jus d’orange et 400ml de café ou

thé. En condition F1, tous ces items étaient consommés a 8h, en une seule prise de 20 minutes
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maximum, ce qui représentait une prise de 674,8 kcal. En condition F4, chaque item alimentaire était
coupé en quatre, de facon a proposer quatre prises identiques de 168,7 kcal, consommées en 10
minutes maximum, a 8h, 9h, 10h et 11h (cf. Fig. 23). La composition nutritionnelle détaillée de
chaque élément des petits déjeuners est disponible dans la Table 1 de I’Article 3. La part des glucides
dans I'énergie apportée par le petit déjeuner était de 56,6 %, celle des lipides de 37,2 %, alors que les
protéines constituaient 6,2 % de cette énergie totale. Il était demandé aux sujets de consommer
I'intégralité des aliments du petit déjeuner (incluant les boissons) qui leur étaient proposés a chaque
occasion, ainsi que de ne consommer pendant la durée de I'exploration, aucun autre aliment que

ceux fournis par I’équipe de recherche.

Condition F1 Condition F4

Figure 23 : Petits déjeuners proposés aux sujets participant a I’étude SAFRAN, en condition F1 non fractionnée (1 prise de
674,8 kcal) et en condition F4 (4 prises de 168,7 kcal).

6.4 Lesjournées d’explorations

La veille de chacune des quatre journées d’exploration, les sujets ont recu l'instruction de
consommer exactement le méme diner devant étre terminé a 21h au plus tard, (chaque sujet
choisissant un diner qu’il avait I’'habitude de consommer, afin de standardiser pour chacun d’entre
eux le repas de la veille, sans modifier ses habitudes alimentaires). Il a également été demandé aux
sujets de ne pas consommer d’alcool et de ne pas pratiquer d’activité physique intense la veille des
journées d’explorations, afin de ne pas induire par ces biais, de modifications d’ordre métabolique ou

liées a I'appétit, le lendemain matin.
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6.4.1 Explorations comportementales

Chaque sujet a été invité au cours de sa participation a I'étude a deux journées d’exploration
comportementale au Centre de Recherche de I'Institut Paul Bocuse : une fois pour tester I'effet du
petit déjeuner en condition F1, une fois en condition F4.

Les sujets étaient invités a se rendre a I'IPB par groupe de cing, a partir de 7h du matin. Les petits
déjeuners étaient servis a 8h (T = 0 ou T0O) en condition F1 ; a 8h, 9h, 10h et 11h en condition F4. Les
5 sujets présents n’étaient pas tous soumis le méme jour a la méme condition F1 ou F4. Les sujets
suivant la méme condition le méme jour consommaient leurs prises de petits déjeuners ensemble.
En revanche, les sujets en condition F1 ne prenaient jamais leur petit déjeuner en compagnie de ceux
en condition F4 et vis-versa, afin de ne pas apporter de biais dans leurs sensations de faim, qui aurait
pu étre lié a la comparaison de leur petit déjeuner avec celui des autres. Il leur était aussi demandé
de ne pas parler entre eux de leur ressenti sur I’étude en cours, de leurs sensations de faim, ou
d’alimentation en générale. Tout au long de la journée d’exploration comportementale, les sujets
étaient libres de pratiquer I'activité statique de leur choix parmi lesquelles : lecture, travail sur
ordinateur, film, musique. Les sujets étaient installés (non confinés) dans une salle de repos
confortable au sein du Centre de Recherche de I'IPB. Trois types de mesures étaient réalisés durant

les explorations comportementales, présentés ci-apres.

A des temps prédéfinis (TO, T20, T80, T140, T200, T240 i.e. juste avant le repas de 12h, T270 i.e. juste
apres le repas de midi, T330, T390 i.e. a la fin de la journée d’exploration autour de 14h30), il était
demandé a chacun des sujets de rapporter au moyen d’EVA électroniques (cf. Fig. 24) sur mini-PC
individuels, leurs sensation de faim, de satiété, leur envie de manger des aliments «riches en
énergie », des aliments salés, des aliments sucrés, ainsi que la quantité d’aliments qu’ils pensaient
pouvoir ingérer au moment de la question (quantité prospective). La définition de ces termes était
précisée a chacun des sujets en début d’étude. La satiété étant rapportée a leur sentiment de
plénitude gastrique, les aliments « riches en énergie » a des aliments plutot riches en lipides, les
aliments salés ne faisant pas référence a des aliments « trop » salés de type chips, mais au salé en
général par opposition au sucré. La quantité prospective étant la quantité globale que le sujet pensait
pouvoir consommer au moment ou la question lui était posée, se situant entre une « trés petite » et

une « tres grande » quantité d’aliments.

A 12h (T240), les sujets étaient invités a rentrer dans le restaurant expérimental et a s’installer pour
le repas de midi pour lequel chacun disposait du méme buffet ad libitum qui a été présenté dans les

chapitres 4 et 5. Les consignes et procédures expérimentales étaient les mémes que celles de I'étude
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de validation du buffet. Les sujets étaient filmés pendant le repas et les aliments pesés avant et aprés
le repas, de facon a pouvoir analyser le comportement alimentaire comme déja présenté

précédemment.

A quel point avez-vous faim ?

Pas faim Extrémement
du tout faim

Figure 24 : Exemple d’une échelle visuelle analogique (EVA) utilisée lors du projet de thése.

Enfin, dans I'objectif de controler que les sujets étaient dans le méme état physiologique dans les
deux lieux de recherche (IPB et CRNH) et de valider le fait de dupliquer le méme protocole dans deux
centres différents, nous avons réalisé trois prises de sang par sujet et par journée d’exploration
comportementale a TO, T240 et T310. Ces prises de sang ont été réalisées pour doser les mémes
éléments sanguins qu’au CRNH (cf. ci-aprés). Elles ont été effectuées par une infirmiére du CRNH. Les
échantillons sanguins ont été centrifugés sur place au laboratoire du Centre de Recherche de I'IPB,

puis stockés a -20°C avant analyse.

A la fin de chaque journée d’exploration comportementale, il a été demandé aux sujets d’enregistrer,
depuis la sortie du centre de recherche, jusqu’au coucher, leurs consommations alimentaires pour la
fin de journée (qualité, quantité et heure), sur un questionnaire adapté (sur le modele de celui

présenté en Annexe 3).

6.4.2 Explorations métaboliques

Chaque sujet a été invité au cours de sa participation a I'étude a deux journées d’exploration
métabolique au CRNH Rhone Alpes : une fois pour tester |'effet du petit déjeuner en condition F1,
une fois en condition F4.

A son arrivée au CRNH (7h), un cathéter veineux était placé dans I'avant-bras du sujet, de fagon a
pouvoir réaliser facilement I'ensemble des prélevements sanguins, tout au long de la journée. Les
sujets étaient invités a rester sur un lit en position semi-allongée pendant toute la durée des

explorations, sauf pour la consommation des petits déjeuners a 8h (TO) en condition F1 et a 8h, 9h,
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10h et 11h en condition F4 ; pour la consommation du repas standardisé de midi (T240) décrit ci-
apres, ainsi que pour aller aux toilettes. Il était demandé aux sujets de ne pas s’endormir pendant la
durée de I'exploration. En dehors des mesures de calorimétrie indirecte (cf. ci-dessous), les sujets
étaient libres de lire, travailler sur ordinateur, regarder des films ou écouter de la musique. A midi,
un déjeuner standardisé (cf. Fig. 25), d’un apport énergétique de 1041 kcal, réparties en 53,1 % de
glucides, 30,6 % de lipides et 16,3 % de protéines, était servi aux sujets. La composition nutritionnelle
de ce repas est décrite dans le tableau 5. Il était demandé aux sujets de consommer l'intégralité des

aliments présentés, pendant une durée de 20 minutes maximum.

Figure 25 : Photographie du repas de midi standardisé servi aux sujets lors des journées d’explorations métaboliques de
I’étude SAFRAN.

Tableau 5 : Composition nutritionnelle du repas de midi standardisé servi aux sujets lors des journées d’explorations
métaboliques de I’étude SAFRAN.

Aliments Quantité ingérée (g) Protéines (g) Lipides (g) Glucides (g)
Steak haché 15% MG* 20 20,0 16,2 0
Pates cuites 300 11,8 1,7 70,5
Beurre 10 0,1 8,3 0
Yaourt nature 125 5,9 4,2 7,0
Sucre 10 0 0 10
Compote de pomme 100 0,3 0,1 22,0
Pain blanc 50 4,3 0,7 28,7
Quantité totale (g) 635 42 35 138
Energie (kcal) 1041 170 318 553
% de I'énergie totale 100 16,3 30,6 53,1

*MG : Matiere Grasse
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Trois types de mesures ont été réalisés durant les explorations métaboliques, présentés ci-aprés.

A des temps prédéfinis (TO i.e. juste avant la prise de 8h, T10, T20, T40, T60, T70, T80, T100, T120,
T130, T140, T160, T180, T190, T200, T220, T240 i.e. juste avant le repas de midi, T250, T260, T270;
T290, T310, T350 et T430 . e. a la fin de la journée d’exploration autour de 15h10), des prélevements
sanguins étaient réalisés, dans I'objectif de doser les éléments sanguins suivants : glucose, insuline,
TG, AGNE (sauf aux temps 70, 80, 120, 130, 160, 190, 200), ghréline acylée, GLP-1 (forme totale). Les
prises de sang étaient effectuées par une infirmiere du CRNH. Les échantillons sanguins étaient

centrifugés sur place au CRNH, puis stockés a -20°C avant analyse.

En plus de tous ces éléments sanguins précités, trois autres potentiels biomarqueurs de I'appétit ont
été considérés dans I'étude SAFRAN : CCK, PYY et leptine.

La CCK a été dosée chez les cinq premiers sujets de poids normal participant a I'étude. Devant la
difficulté a doser la CCK (technique utilisée : ELISA, kit Gentaur) (cette difficulté ayant déja été
évoquée dans la littérature (cf. Chapitre 1)), les profils plasmatiques cinétiques peu convaincants
obtenus chez ces cing sujets, les résultats préliminaires prometteurs des autres biomarqueurs de
I'appétit (ghréline et GLP-1), et la quantité importante (et le colt élevé !) de I'ensemble des dosages
réalisés, nous avons décidé d’arréter de doser la CCK pour le restant des sujets de poids normal et
pour I'ensemble des sujets obeses.

Pour des raisons semblables (profils plasmatiques cinétiques assez plats, trés grands écarts types
observés, colt élevé, résultats plus prometteurs des autres hormones), nous avons arrété le dosage
du PYY (technique utilisée : ELISA, kit Biovendor) apres I'avoir réalisé chez les 16 premiers sujets de
poids normal.

Enfin, nous avons dosé la leptine (technique utilisée : ELISA, kit Biovendor) chez les cinq premiers
sujets de poids normal, pour les mémes 17 temps de prélevements que pour les AGNE. Les
cinétiques plasmatiques de leptine étant parfaitement plates pour ces sujets, nous n’avons conservé
que trois dosages de leptine pour les 15 autres sujets de poids normal, en basal (T0), juste avant le
repas de midi (T240) et environ 1h apres la fin de ce repas (T310). Les profils étant tout aussi aplatis
pour les 20 sujets de poids normal, nous n’avons pas conservé le dosage de la leptine pour les sujets

obéses.

En plus des préléevements sanguins, des mesures de calorimétrie indirecte ont été réalisées en
continu, avant la premiere prise du petit déjeuner (de T-30 a T0), entre TO et T240, puis apres le
repas de midi, jusqu’a la fin de I'exploration a T430. En cas de géne ou d’agitation anormale d’un

sujet, du fait de la cloche en plexiglas qui entourait la téte (cf. Fig. 26), un arrét des mesures de
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guelques minutes était possible pour permettre un retour au calme. Ces mesures permettent de
calculer I'oxydation des différents substrats, la dépense énergétique et la thermogénése induite pas
le repas (cf. calculs ci-apres). La réalisation de ces calculs nécessite la mesure de I'excrétion azotée
urinaire. Afin de pouvoir la calculer, les urines des sujets ont été recueillies a trois reprises pendant
I’'expérimentation : en basal (T0), avant le repas de midi (T240) et a la fin de la journée

d’expérimentation (T430).

Figure 26 : Photographie d’un sujet pendant des mesures de calorimétrie indirecte au CRNH Rhone-Alpes.

Enfin, dans I'objectif de comparer les sensations de faim mesurées dans les mémes conditions F1 et
F4, mais dans des contextes différents, nous avons demandé aux sujets de répondre aux EVA suivant

exactement la méme procédure que lors des journées d’exploration comportementale.

A la fin de chaque journée d’exploration métabolique, il était demandé aux sujets d’enregistrer,
depuis la sortie du centre de recherche, jusqu’au coucher, leurs consommations alimentaires pour la
fin de journée (qualité, quantité et heure), sur un questionnaire adapté (sur le modele de celui

présenté en Annexe 3).

6.5 Méthodes et calculs

Nous allons décrire ci-dessous uniquement les méthodes et calculs utilisés au cours de I'étude, qui ne
sont pas décrits par ailleurs. Ainsi, les techniques utilisées pour les dosages biochimiques, les
méthodes et logiciels utilisés pour les EVA et les méthodes statistiques utilisées pour I'analyse des

résultats sont bien décrites au sein des Articles 3 et 4 ; elles ne seront donc pas répétées ici-méme.
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6.5.1 Enquétes alimentaires

Les questionnaires alimentaires (cf. annexe 3) ont été remplis par écrit par les sujets eux-mémes,
pour évaluer aux niveaux qualitatif et quantitatif les aliments ingérés pendant les 6 jours d’enquétes
choisis avec la diététicienne. Le moment de chaque prise alimentaire était aussi rapporté. Les sujets
pouvaient s’aider d’un support photographique alimentaire issu de I'étude SU.VI.MAX
(Supplémentation en Vitamines et Minéraux AntiOxidants) pour évaluer les quantités consommées.
De maniére systématique, la diététicienne du CRNH a relu les enquétes en compagnie de chaque
sujet afin de les valider. Les calculs de composition en macronutriments ont ensuite été réalisés a

I"aide du logiciel GENI ©, commercialisé par la société Micro6 ©.

6.5.2 La calorimétrie indirecte

La calorimétrie indirecte est basée sur I'analyse des échanges gazeux respiratoires qui refletent la
combustion des substrats énergétiques. Quel que soit le substrat énergétique, son oxydation
compléte implique I'utilisation d’oxygene (O,) et fournit de I'eau et du dioxyde de carbone (CO,). Les
mesures ont été effectuées a I'aide d’un appareil Deltatrac II™ (Datex instrument, Helsinki, Finlande)
et d’'un Quark RMR (Cosmed, Rome, ltalie). Une étude effectuée au CRNH a mis en évidence
I’équivalence des résultats obtenus a partir de ces deux calorimétres (Blond et al., 2011). L'appareil
mesure la consommation d’O, (VO, en |/min) et la production de CO, (VCO, en |/min) et calcule le
quotient respiratoire (QR = VCO,/V0O,). Comme les oxydations des glucides, des lipides et des
protéines ne nécessitent pas la méme quantité d’oxygene en raison de leur composition différente,
le QR permet d’estimer le type de substrat utilisé par I'organisme : QR = 0,7 lorsque ce sont des

lipides qui sont oxydés, QR = 0,8 lorsque ce sont des protéines et QR = 1 pour les glucides.

La quantité d’azote urinaire (N en g) excrété par minute (mesuré par chimioluminescence (Antek
7000, Alytek, Juvisy, France) (Arock et al., 1985)) permet de calculer I'oxydation des protéines en
g/min : P = 6,25xN (car chaque gramme d’azote urinaire excrété résulte de I'oxydation de 6,25 g de
protéines). A partir de cette valeur, il est possible de calculer le quotient respiratoire non protéique
(QRNP) qui correspond au QR, amputé des quantités d’O, consommé et de CO, produit par
I'oxydation des protéines: QRNP = (VCO, — 0,774xP) / (VO, — 0,966xP). Le QRNP permet de
déterminer le pourcentage d’énergie tiré des glucides et des lipides, sachant que 100 % de I'énergie

consommeée est tirée des lipides lorsque QRNP = 0,7 et 100 % de |'énergie consommée est tirée des
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glucides lorsque QRNP = 1. Par des calculs appropriés (Ferrannini, 1988), nous avons calculé
précisément les oxydations lipidiques (g/min) : L = 1,67xVCO, — 1,67xV0, — 1,92xN et oxydations
glucidiques (g/min) : G = 4,55xVCO, — 3,21xV0, — 2,87xN. En cas de lipogenése, c’est-a-dire lorsque
le QRNP est supérieur a 1, les mémes équations sont utilisées, excepté pour déterminer I'oxydation

glucidique (Simonson et al., 1990) : Gjipoganese = 1.34%(VCO,-(4,88xN)).

La calorimétrie indirecte permet également de calculer la dépense énergétique des sujets en
kcal/min : EE = 3,913xVO, + 1,093xVCO, — 3,341xN. Ainsi, la mesure de la dépense énergétique en
période basale (de T-30 a TO) nous a permis de déterminer la dépense énergétique de repos (Resting
Metabolic Rate : RMR). La mesure de la dépense énergétique effectuée en période post-prandiale
(Post Prandial Metabolic Rate : PPMR) (de TO a T240 aprés le petit déjeuner, puis de T240 a T430
apres le déjeuner) nous a permis de calculer I'élévation de la dépense énergétique au-dessus de la
dépense énergétique de repos, et ainsi la thermogénése induite par I’alimentation (exprimée en %
du contenu énergétique du repas (Energy Content of the Meal: ECM)): DIT = [Z(PPMR -
RMR)xt]/ECM ol t est le temps de mesure en minutes et ECM le contenu énergétique du repas en

kcal.
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Chapitre 7 : Effets du fractionnement alimentaire chez des sujets de
poids normal
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7.1 Introduction

Par la proposition d’'une méthodologie d’étude de I'appétit en contexte écologique, sa validation et
son intégration dans un protocole de recherche expérimentale, nous avons répondu a notre premier
objectif qui était d’ordre méthodologique. Nous allons désormais répondre a notre second objectif
qui consistait a étudier les effets a court terme de l'augmentation de la fréquence des prises
alimentaires, sur I'appétit et plus globalement la balance énergétique, ainsi que sur des parametres
d’ordre métabolique. L'article présenté ci-dessous présente I'étude réalisée chez 20 sujets de poids

normal, qui a constitué la premiére étape du projet SAFRAN.

7.2 ARTICLE 3 : Increasing eating frequency contributes to a better control
of appetite in lean men

Article en revision (Physiology & Behavior)
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ABSTRACT

The effects of increasing eating frequency on human health are unclear. This study used an
integrated approach to assess the short-term consequences on appetite and metabolism. Twenty
normal-weight men participated in: (i) two sessions consisting of a breakfast consumed in one intake
at TO (F1), or in four isocaloric intakes at TO, T60, T120, T180 min (F4), and followed by an ecological
ad libitum buffet meal (T240) designed in an experimental restaurant. Intakes were assessed for the
whole buffet meal and for each temporal quarter of the meal. (ii) two sessions consisting of the same
two breakfasts F1 and F4 in a Clinical Investigation Center. Blood sampling was performed to study
the kinetics of ghrelin, glucagon-like peptide-1 (GLP-1), glucose, insulin, Triglyceride and non-
esterified fatty acids (NEFA). Substrate oxidation was measured by indirect calorimetry. During each
of the 4 sessions, participants rated their appetite throughout the experiment. After F4, at T240 min,
GLP-1 concentration was higher (P = 0.006) while ghrelin concentration and hunger ratings were
lower (P < 0.001). We showed a trend for subjects to consume less energy (- 88 + 61 kcal, P = 0.08) at
the buffet after F4, explained by a decrease in lipid intake (P = 0.04). Marked differences in
consumption were observed during the last temporal quarter of the meal for total energy and lipid
intake (P = 0.03). Mixed models highlighted differences between F1 and F4 for the kinetics of glucose,
insulin and NEFA (P < 0.001). The area under the curve was lower for insulin (P < 0.001) and NEFA in
FA (P = 0.03). Diet induced thermogenesis was reduced in F4 (P < 0.05). This study demonstrated the
beneficial short-term effect of increasing eating frequency on appetite in lean men considering
subjective, physiological and behavioral data, but the reduction of diet induced thermogenesis and

the inhibition of lipolysis, reflected by NEFA profiles, require attention in a long run perspective.

KEYWORDS
Eating frequency
Appetite control
Satiety

Ghrelin

Food intake

Metabolism
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1. INTRODUCTION

Overweight and obesity are explained by an imbalance between energy intake and energy
expenditure [1]. Many genetic, environmental, cultural, socioeconomic and behavioral factors may
influence energy intake. Among behavioral factors, the number of eating occasions we have in a day
is a fundamental aspect of our dietary habits but there is no scientific consensus as to the optimum
number of meals we should have for weight management and speculations regarding this are often
contradictory [2]. Nevertheless, the consumption of small and frequent meals is often advised

despite the lack of clear scientific evidence to justify it [3].

Fabry et al. [4] were the first to demonstrate an inverse relationship between meal frequency and
body weight in humans. However, this relationship shown in other epidemiological studies [5-7] is
likely to be an artifact produced by underreporting of eating frequency concurrent with
underreporting of energy intake [8, 9]. When implausible energy intake reporting is taken into
account, the association between eating frequency and body weight is even found to be positive in
some studies [10]. Because of these methodological issues, the epidemiological evidence about the

relationship between eating frequency and health appears to be very weak.

Experimental studies may help to better understand the effect of eating frequency on health and
particularly body weight, via the assessment of metabolic and appetite (mainly hunger and satiety)
parameters. It has been shown for example that irregular eating frequency could lead to a decrease
in diet induced thermogenesis (DIT) [11], an increase in the release of insulin [12] and an increase in
energy intake [13]. The effect of adding a snack between meals has also been explored
experimentally and has been shown to have poor satiating effect if consumed in a nonhungry state
[14, 15]. Eating frequency can easily be experimentally manipulated, but habitual eating frequency of
subjects has also to be taken into account, as differences in energy compensation and intake
regulation [16, 17] or metabolic responses [18] have been observed between habitual nibblers and
habitual gorgers. Moreover, hunger and satiety are psycho-physiological constructs, making them
complex phenomena to study and measure [19]. They can be measured directly via a behavioral
assessment (food intake), indirectly via ratings of subjective sensations, or through the measurement
of biomarkers of satiation and satiety [20], such as ghrelin which appears to act as a meal initiator
[21] or glucagon-like peptide-1 (GLP-1) which is likely to be a causal factor in the process of satiation

[22].

To date, experimental studies assessing the short-term consequences of an isocaloric increase of

eating frequency have only partially considered these parameters. These studies led to conflicting
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results regarding the effect of frequent eating on subjective appetite and subsequent ad libitum
intakes [23-26], on appetite hormones [27, 28] and on metabolic consequences such as diet induced

thermogenesis (DIT) or substrate oxidation [29-31].

Considering the above, it appears necessary to conduct more studies in order to clarify the effect of
increasing eating frequency on energy balance, taking into consideration multiple approaches:
appetite exploration with subjective data, behavioral assessment and physiological approach
(ghrelin, GLP-1) and investigation of metabolic parameters and substrate oxidation. One issue of such
an integrated approach is that the implementation of physiological measurements implies that the
experiments have to be carried out in a hospital-based laboratory, which may generate contextual or
emotional biases to the behavioral measurements. In such a context, it is difficult to reproduce an
ecological eating situation. Such designs may thus be incompatible with the realization of accurate
behavioral measurements [32]. Indeed, it has already been shown that it is highly important to take

care of context and environment when studying eating behaviors and food intake [33, 34].

The interest in satiety research of an integrated approach was demonstrated in a previous paper
[32]. The present study was based on this proposal to combine an in-depth behavioral approach to
physiological measurements in two specific and adequate places. The objective was to assess the

short-term consequences of an isocaloric increase of eating frequency:

- on appetite, through the assessment of:
o subjective (Visual Analog Scales) and physiological (ghrelin, GLP-1) data before the
subsequent meal,
o food intake and behavioral data during the subsequent meal designed in a normal-
eating context,
- on metabolism, through the assessment of metabolic kinetics, substrate oxidation and diet

induced thermogenesis.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Subjects
Twenty healthy normal-weight men with a mean age of 27.1 + 1.3 years (mean + SEM) and a mean
body mass index (BMI) of 22.0 + 0.3 kg/m? were recruited through advertisements. Subjects were
eligible for the study if they were considered healthy at the medical examination. They should have
normal fasting plasma glucose (< 7mmol/l), cholesterol (< 6.8 mmol/l) and triglycerides (< 2.5

mmol/l) concentrations. All subjects reported moderate levels of physical activity (less than 4 hours

131



PARTIE C - Résultats

of sport per week), and were non-smokers. They were all habitual 3 or 4 meals eaters and were used
to eating at breakfast and lunchtime. None of them were night workers. None of the subjects had
food allergies. To be eligible, subjects had to declare liking at least 75% of the test food items
given during the study and to not dislike any of them. Before being included, all subjects were
asked to fill in a validated French translation of the Dutch Eating Behavior Questionnaire [35, 36] and

of the Three Eating Factor Questionnaire [37, 38] and should present normal scores.

All subjects gave their written consent to participate in the study. The study was approved by the
Scientific Ethics Committee of Lyon Sud Est Il and AFSSAPS (French health products safety agency)
and complied with both the French Huriet-Serusclat law and the Second Declaration of Helsinki. The

study was registered at Clinical Trials (registration number: NCT01573988).

2.2. Study design
The study was conducted following a randomized crossover design from September 2010 to May
2011. Explorations were conducted at the Rhone-Alpes Research Center for Human Nutrition (CRNH)

and at the Institut Paul Bocuse Research Center (IPB).

After being included, subjects had a first visit to the experimental restaurant of IPB [39] for lunch.
The aim of this first visit was to familiarize subjects with the environment and foods used during the
study. During this visit, subjects were invited to the experimental restaurant at 12:00 and were asked
to taste all of the food items offered, during an individual buffet-type meal. A choice of classical hot
and cold French food items with varied macronutrient compositions was offered: grated carrots,
“paté de campagne”, rice, French beans, fried potatoes, sausages, chicken breast, cottage cheese,
cheese (“Comté”), stewed fruit, chocolate cake, white bread and sugar. The energy content and
macronutrient composition of these food items are described in a previous validation study [40].
Subjects were instructed to eat ad libitum. Their liking for each food item was also recorded in order
to verify the acceptability of all food items. Subjects had to rate their liking of each food item on a
100 mm electronic visual analogue scale (VAS). The mean rating of food items varied from 5.6 + 0.1

(for grated carrots), to 7.5 + 0.1 (for cottage cheese).

After this first visit, subjects were invited to four other experimental sessions, each separated by at
least 7 days: two of these sessions were conducted in IPB for behavioral explorations, while the two
others took place in CRNH for metabolic explorations. The interest of duplicating the same protocol
in two sites, one specialized in clinical nutrition (CRNH), the other equipped for studying with

precision eating behaviors during a meal (IPB), was described in a previous paper [32].
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The order of these four sessions was randomized across the participants to prevent any order effect.
Subjects were requested to avoid vigorous activities and to abstain from alcohol consumption the
day before each session. Subjects were also asked to select a dinner they consume regularly and to

eat this same meal the evening before each session.

For the four sessions, subjects were invited to report at 7:00 am. Either in CRNH or in IPB, they were
instructed to be in a fasted state since the evening before (9:00 pm). They were given each time the
same 674.8 kcal breakfast, either in one - 20 minutes long - intake at TO (8:00 am) (F1 condition) or in
four - 10 minutes long - 168.7 kcal identical intakes provided every hour at TO, T60, T120 and T180
minutes (F4 condition) (Table 1). Subjects were asked to eat all the food given for breakfast. Thus,
total energy intake for breakfast was the same in the two conditions F1 and F4. Each of the subjects
received the breakfast in one intake (F1) on two occasions: once in IPB for behavioral exploration,
once in CRNH for metabolic exploration. They received the breakfast in four intakes (F4) on two

occasions: once in IPB for behavioral exploration, once in CRNH for metabolic exploration.

Table 1: Nutritional composition of the 674.8 kcal breakfast in F1 condition. For each intake of the F4 condition,
values should be divided by 4.

Quantity (g) Carbohydrate (g) Lipid (g) Protein (g) Total Energy (kcal)

White bread 40 23.0 0.6 33 110.6
Croissant 80 35.35 18.7 5.5 331.7
Strawberry Jam 30 16.33 0.1 0.1 66.6
Unsalted butter 10 0.15 8.3 0.1 74.8
Orange juice 120 10.75 0.2 0.8 48.0
White sugar 10 10.0 0 0 40.0
Black coffee (or tea) 400 0 0.08 0.6 3.1

2.3. Appetite profiles
Electronic visual analogue scales (VAS) were used to assess feelings of hunger, satiety, prospective
food consumption and desire to eat savory, sweet food and food rich in energy. VAS were completed
both in IPB and CRNH at TO, T20, T80, T140, T200, T240 minutes. Each electronic VAS consisted of a
70 mm line [41], presented on Dell Netbook (Latitude 2100 model, Dell Inc., Round Rock, TX, USA)
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III

anchored at the beginning and end by opposing statements such as: “not hungry at all” and
“extremely hungry”, in response to the question: “how hungry do you feel?”. Subjects were
requested to click on the line that best matched how they were feeling at the time. FIZZ Sensory
Software 2.40 H by Biosystéemes (Couternon, France) was used for automatic data capture and

transforming results in a 0 to 10 score.

2.4. Behavioral explorations (IPB)
Subjects came twice to IPB in groups of five subjects for behavioral explorations. From 7:00 am to the
end of the experiment, they were free to practice the sedentary activity of their choice such as

reading books or magazines, watching movies, listening to music or working on a computer.

For lunch at T240 min (12:00), subjects were offered exactly the same eating situation each time,
identical to the first familiarization visit and for which a detailed description is available elsewhere
[32]. A “brasserie” ambiance was created in the experimental restaurant, using brasserie furniture
and background music, to construct a pleasant environment for eating. Five individual spaces for
service (buffet) and consumption were created, using decorative folding screens, where subjects
were invited to eat without communicating with others. Subjects ate, seated in front of a small table.
Each buffet meal was individual and located close to each subject’s table. Each food item previously
tasted in the first visit was offered and available in larger quantities than the expected intake for an
average subject. All food items were cut into small pieces, to avoid suggesting an appropriate
amount to eat. Subjects were invited to eat as long as they wanted, until comfortably full. They
could get up and help themselves to any food item in any quantity freely during the meal. Chafing
dishes, commonly used for French buffets, were used in order to keep hot food items at constant

temperature throughout the meal.

It was demonstrated in a previous study that this tool was valid for assessing the effects of
interventions on food intakes. Good reproducibility was found between two identical sessions for
total energy and macronutrient intake for the whole meal and for each temporal quarter of the meal.
These parameters were also found to be sensitive to differences in hunger level induced by a period

of food deprivation [40].

Video recordings during the buffet meal and weighing of food before and after the meal enabled us
to collect behavioral data such as: meal duration, mean energy density of the meal, energy,
carbohydrate, lipid and protein intake for the whole meal. Total energy intake has been expressed in
kcal and in % of the individual daily energy requirement (DER) of the subjects, based upon their basal

metabolic rate measured in the CRNH (mean of F1 and F4 condition) multiplied by a 1.375 coefficient
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which corresponds to a moderate physical activity level. The determination of the content of each
bite also enabled us to estimate the energy intake for each minute of each meal of the subjects and

to determine intakes for each temporal quarter of the meal.

2.5. Metabolic explorations (CRNH)
Each subject came twice to CRNH for metabolic explorations. When the subjects arrived, an i.v.
catheter was inserted into the antecubital vein for blood sampling for measurement of plasma
ghrelin, glucose-like peptide-1 (GLP-1), glucose, insulin, non-esterified fatty acid (NEFA) and
Triglyceride (TG) concentrations. Subjects stayed in a bed during all the experiment as continuous
indirect calorimetry measurements were performed but they were not allowed to sleep. In the
interval between consecutive measurements, subjects were allowed to read, watch movies, listen to
music or work on a computer. Venous blood sampling were collected into serum or EDTA tubes 17
times (TO, 10, 20, 40, 60, 70, 80, 100, 120, 130, 140, 160, 180, 190, 200, 220, 240 min). TG and NEFA
concentrations were only measured 10 times at (TO, 10, 20, 40, 60, 100, 140, 180, 220, 240 min). For
TG, NEFA, glucose and insulin analysis, blood samples were collected into serum tubes. For acylated
ghrelin, blood samples were collected in tubes containing EDTA; para-hydroxymercuribenzoic acid in
HCI (1mM in the final sample volume) was immediately added to plasma to prevent degradation of
acylated ghrelin by protease. Vacutainer EDTA-plasma tubes with dipeptidyl peptidase IV inhibitor
were used for GLP-1 collection. After collection, all blood samples were centrifuged for 10 min at 4°C
at 4500 rpm. Plasma samples were immediately stored at -23°C until analysis. For each metabolic

exploration day, a total of 115 ml of blood was sampled.

Plasma glucose concentrations were measured using an enzymatic method (Hexokinase) and TG
concentrations were determined using spectrophotometric methods, both on a AU2700 Beckman
Coulter® (O’Callaghan’s Mills Ireland), NEFA concentrations were determined via an enzymatic
method (Wako® Chemicals GmbH Neuss, Deutschland). We measured acylated plasma ghrelin
concentration by enzyme immunoassay kits (ELISA) using a Bertin Pharma SPI-Bio kit (Montigny-le-
Bretonneux, France). Insulin concentrations were determined using an immunoreactive method with

Bi-Ins-IRMA kit (Cisbio Bioassays, IBA, Gif/Yvette, France).

Total GLP-1 concentrations were determined with EDI™ total GLP-1 ELISA kit (Epitope Diagnostics

Inc., San Diego, CA92126 USA) distributed by Labodia S.A. (Paris, France).

Indirect calorimetry measurements were performed during the basal period (T-30 to T0), and from
TO to T240 min. We used the DELTATRAC II™ calorimeter (Datex instrumentary corporation, Helsinki,

Finland) and the QUARK RMR (Cosmed, Rome, Italy). Data obtained from these two calorimeters
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have shown equivalency [42]. From T-30 to T240 min, oxygen consumption (VO,in L/min) and carbon
dioxide production (VCO,in L/min) were recorded every minute for periods of 30 minutes over 4h30.
Respiratory quotient (RQ) was assessed as the VCO,/ VO, ratio. The non-protein respiratory quotient

(NPRQ) was calculated using the formula:
NPRQ = (VCO,—0,774xP) / (VO, — 0,966xP)

where P is the protein oxidation in g/min: P = 6.25xN and N is the urinary nitrogen excretion in
g/min. Substrate oxidation (proteins, lipids and carbohydrates), resting metabolism rate (RMR) and
energy expenditure (EE) were calculated with Ferrannini’s equation [43]. Fat and carbohydrate
balance were expressed as g eaten — g oxidized, using data from TO to T240. All the results were
obtained from the average of each 30 min period. Diet induced thermogenesis (DIT), i.e. the

increment of EE above basal resting metabolic rate (RMR) was calculated with the formula:
% DIT= [ $(PPMR-RMR) x Time ]/ECM.

with PPMR: postprandial metabolic rate in kcal/min, RMR: resting metabolic rate in kcal/min, Time:

time of measure (min), ECM: energy content of meal in kcal).

In order to calculate protein oxidation, urine samples were collected twice during the day (TO, and
T240), in order to measure urinary nitrogen content using a chemioluminescence method (Antek

7000, Alytek, Juvisy, France) [44].

2.6. Statistical analysis
The normality of each parameter was checked using Shapiro-Wilk test. To test for the differences
between conditions F1 and F4, we used Student's paired t-test when the distribution of the variable
was normal, and Wilcoxon paired test when the distribution of the variable was not normal. We
tested the difference between the two conditions F1 and F4: for total energy and macronutrient
intake during the whole meal and each temporal quarter of the meal, for all VAS parameters at TO
and at T240, for biological variables at TO and at T240. We also tested, for biological variables, the

difference between baseline and T240 for the same condition.

We used mixed models to compare kinetics of appetite scores. The dependent variable was the
appetite score (hunger, satiety,...). The condition (F1 or F4), the place of measurement (IPB or CRNH),
the time and the interaction time x condition were considered as fixed effects. Subjects were

considered as a random effect.
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Similarly, mixed models were used to compare kinetics of biological variables. The dependent
variable was the biological variable. The condition (F1 or F4), the time and the interaction time x

condition were considered as fixed effects. Subjects were considered as a random effect.

Total 240 min area under the curve (AUC) was calculated from the fasting (baseline) time point and
the 16 postprandial time points for each biological variable. We further divided the testing day into
two segments: from 0 to 120 min, and from 120 to 240 min and calculated individual AUC for each
variable for these periods. For carbohydrate and lipid oxidation, incremental area under the curve

(IAUC) was calculated. For all AUC and IAUC measurements, the trapezoidal rule was used. [45].

A random effect regression model was used to assess the part of the variability (within subjects and
between subjects) of ad libitum energy intake explained by hunger score measured prior to the
buffet lunch (T240) (F1 and F4 data pooled). Simple regressions were used to assess the relationship

between energy intake at lunch and GLP-1, ghrelin concentrations at T240.

All tests were two-sided and differences were considered significant at P < 0.05. Values are expressed
as Mean + Standard Error of Mean (SEM). JMP® 9 statistical software (SAS Institute Inc., NC, USA)
was used for all statistical analyses except for the random effect regression model for which we used

Stata Version 12 statistical software (Stata Corp, College Station, TX).

From a previous study led in our laboratory [46], we calculated that a minimum sample size of 19
subjects was necessary to observe a significant difference in ghrelin concentrations before lunch,
after two different breakfasts (control vs. breakfast inducing a 40 % decrease of glycemic excursion),
with a significance level of 0.05 and a power of 80 %. Furthermore, according to Speechly et al. [23],
fourteen subjects were necessary to observe a significant difference in ad libitum intake at lunch
after a breakfast in one vs. five intakes, with a significance level of 0.05 and a power of 80 %. We

included 20 subjects.

3. RESULTS

3.1. Appetite
3.1.1.Subjective appetite
VAS scores are shown in Fig. 1. No baseline difference (T0) was found between the two conditions F1
and F4 either in IPB or in CRNH, for all VAS scores. Over the whole 0-240 period, for all VAS
parameters, there was an effect of time (P<0.0001), an effect of the condition (P < 0.001) and a time

x condition interaction (P < 0.0001). There was an effect of the place of measurement (IPB vs. CRNH)
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for hunger scores (P = 0.025), desire to eat food rich in energy (P = 0.044) and desire to eat savory
food (P = 0.029). Values for these three scores were mostly higher in IPB than in CRNH as shown in

Figures 1A, 1D and 1E.
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Fig. 1: Appetite scores between TO and T240. Each value is a 0 to 10 score for hunger (A), satiety (B),
prospective food consumption (C), desire to eat food rich in energy (D), savory food (E), and sweet food (F).
Measurements have been done in the Research Centre in Human Nutrition Rhone-Alpes (CRNH) and the
Institute Paul Bocuse Research Centre (IPB). * indicates that P < 0.05 where P values are results for the test
comparing IPB F1 values vs. F4 at T240.

At T240 (just before lunch), in F4 condition, subjects declared being less hungry (IPB: P < 0.0001;
CRNH: P = 0.002), more satiated (IPB: P < 0.0001; CRNH: P = 0.002), prospective food consumption
was lower (IPB: P = 0.028; CRNH: P = 0.001), desire to eat sweet food was lower (IPB: P = 0.004;
CRNH: P = 0.01), desire to eat food rich in energy was lower in IPB (P = 0.005) but not in CRNH (P =

0.06). No differences between conditions were found at T240 for the desire to eat savory food.

When the data for F1 and F4 were pooled, we found that the level of hunger prior to the ad libitum

buffet lunch explained 35,6 % of the intra-individual variability for total energy intake at lunch (within
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subjects), while inter-individual variability (between subjects) was very weakly explained (R? < 0.1)

(overall P = 0.004).

Table 2: Food intake during the ad libitum buffet lunch. Total energy intake (in kcal and expressed as % of
individual daily energy requirement (DER)), amount of food eaten, energy density and macronutrient intakes
(in kcal and % of energy intake) for conditions F1 and F4 (mean + SEM); P values are results for the test
comparing means in F1 condition vs. F4.

F1 Condition F4 Condition P
Total energy intake (kcal) 1355 + 69 1267 + 82 0.08
Total energy intake (% of DER) 59.2+12.5 55.2+14.2 0.13
Amount of food eaten (g) 785+ 43 742 + 47 0.08
Energy density (kcal /g) 1.75+0.05 1.72 £0.06 0.65
Carbohydrate intake (kcal) 517 £ 26 483 +30 0.26
Carbohydrate intake (%) 38.4+1.0 38.3+1.0 0.87
Lipid intake (kcal) 614 + 36 567 +43 0.04*
Lipid intake (%) 45.1+0.8 445+1.1 0.47
Protein intake (kcal) 224 £ 15 216 £ 15 0.41
Protein intake (%) 16.5+0.7 17.2+0.7 0.25

*P<0.05

3.1.2.Behaviors during ad libitum buffet meal
No difference was found in meal duration (23’ 54” + 0’ 49” in F1 condition; 22’ 45” in F4 condition, P
= 0.15). Subjects consumed 88 * 61 kcal less in F4 condition during the ad libitum buffet meal but this
difference was not significant (P = 0.08) (Table 2). One of the subjects had a lower compliance
compared to the others considering the respect of the instructions during the buffet meal. Intake
results concerning this subject were found to be numerically distant from the rest of the sample
(difference between energy intakes F1-F4 = -550 kcal while the mean * SD for the 19 other subjects
was 122 + 219 kcal). When excluding this subject from the analysis, we found that the 19 subjects
consumed a significantly less amount of food (716 + 41.2 vs. 779.7 + 45.5 g, P = 0.01) and less energy
in F4 compared to F1 condition (P = 0.02). In F4 condition, the 20 subjects consumed less lipid (P =
0.04). No differences between conditions were found for carbohydrate, protein intake and for the
mean energy density of the meal. The analysis by temporal quarter of the meal (Fig. 2) showed no
difference in total energy, lipid, carbohydrate and protein intakes during the first three quarters.

During the last temporal quarter of the meal, subjects consumed less energy in F4 condition (P =
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0.03) and less energy from lipids (P = 0.03). For these parameters, the results were the same (with

different P-values) with either 20 or 19 subjects.
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Fig. 2: Intakes for each temporal quarter of the ad libitum buffer meal. Mean lipid, carbohydrate and protein

intake (kcal) are presented for each temporal quarter of the meal, for sessions F1 and F4. * indicates that P <
0.05 where P values are results for the test comparing between F1 and F4 total energy and each macronutrient
intake.
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3.1.3.Ghrelin
Acylated ghrelin concentrations are shown in Fig. 3A. Baseline ghrelin concentrations were not
different between conditions. Over the whole 0-240 period, there was an effect of the condition (P =
0.04) and a time x condition interaction (P < 0.0001). Acylated ghrelin concentration was significantly
lower at T240 in F4 condition: 57.94 + 11.03 pg/ml vs. 91.81 + 14.90 pg/ml in F1 (P = 0.0003). Ghrelin
AUC for the 0-120 period was higher in condition F4 (P = 0.0003), while no difference was found for
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the 120-240 period and for the whole 0-240 period. No significant relationship was found between

ghrelin concentrations at T240 and ad libitum energy intake at lunch.

3.1.4.GLP-1

GLP-1 concentrations are shown in Fig 3B. Baseline GLP-1 concentrations were not different between
conditions. Over the whole 0-240 period, there was an effect of the condition (P < 0.0001) and a time
x condition interaction (P < 0.0001). GLP-1 concentration was significantly higher at T240 in F4
condition: 2.79 + 0.51 vs. 2.10 + 0.37 pmol/l in F1 (P = 0.0065). GLP-1 AUC for the 0-120 period was
lower in condition F4 (P < 0.0001), while no difference was found for the 120-240 period. AUC for the
whole 0-240 period was significantly lower in condition F4 (692 + 84 vs. 1014 + 102 pmol/Ixmin, P <
0.0001). GLP-1 concentrations at T240 were related to ad libitum energy intake at lunch (R?=0.18, P
=0.02).
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Fig. 3: Kinetics for acylated ghrelin (A) and GLP-1 (B) plasma concentrations between TO and T240. * indicates
that P < 0.05 where P values are results for the test comparing F1 vs. F4 values at T240.

3.2. Metabolism

3.2.1.Glucose
Baseline glucose concentrations were not different between conditions (Fig. 4A). Eating-relating
oscillations in plasma glucose concentrations were observed following each eating occasion. There
was a significant effect of time (P < 0.0001) and an interaction time x condition (P < 0.0001). In F4
condition, plasma glucose at T240 was higher than at baseline (5.9 + 0.1 vs. 5.2 £ 0.1, P < 0.0001) and
was significantly higher compared to F1 condition (5.9 + 0.1 vs. 5.01 + 0.1, P < 0.0001). Total AUCs
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were not statistically different between conditions but we observed a higher glucose AUC in F4

condition over the 120-240 period (P = 0.01).

3.2.2.Insulin

Baseline insulin concentrations were not different between conditions (Fig. 4B). Eating relating
oscillations in plasma insulin concentrations were observed following each eating occasion. There
was a significant effect of time (P < 0.0001), an effect of the condition (P = 0.0006) and an interaction
time x condition (P < 0.0001). Similarly to plasma glucose, in F4 condition, plasma insulin
concentration was at T240 higher than at baseline (13.9 + 1.4 mIU/l vs. 3.0 + 0.3 mIU/I, P < 0.0001)
and was significantly higher compared to F1 condition (13.9 + 1.4 mIU/l vs. 4.5 + 0.8 mIU/I, P <
0.0001). Total Insulin AUC was lower in F4 condition (3448 *+ 238 vs. 4351 * 363 mlU/Ixmin, P =
0.0005). Considering the two periods, insulin AUC in F4 condition was lower over the 0-120 period (P
< 0.0001) and higher over the 120-240 period (P = 0.004).

3.2.3.Non-esterified fatty acids
Baseline NEFA concentrations were not different between conditions (Fig 4C). Eating-relating
decrease of plasma NEFA was observed in F1 and F4 conditions. But NEFA concentration in F4
condition stayed at a low level during all the morning and was at T240 lower compared to baseline
(112.8 + 8.3 pumol/l vs. 328.9 + 27.8 umol/l, P <0.0001) and to F1 condition (112.8 + 8.3 umol/I vs.
294.9 £ 35.6 umol/l, P < 0.0001). There was a significant effect of time (P < 0.0001), an effect of the
condition (P < 0.0001) and an interaction time x condition (P < 0.0001). Total NEFA AUC in F4
condition was statistically lower compared to F1 (31869 + 1686 vs. 40643 + 3126 umol/Ixmin, P =
0.03). No difference in NEFA AUC was observed over the 0-120 period while NEFA AUC was lower in
F4 over the 120-240 period (P = 0.001).

3.2.4.Triglycerides
Baseline TG concentrations were not different between conditions (0.91 + 0.09 mmol/l in both
conditions). There was an effect of time (P < 0.0001), an effect of the condition (P = 0.0001) but no
interaction time x condition (P = 0.38). No difference was observed for concentrations at T240

between F1 (1.29 + 0.15 mmol/l) and F4 (1.38 + 0.19 mmol/l) and for AUCs.
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Fig. 4: Kinetics for glucose (A), insulin (B) and NEFA (C) plasma concentrations between TO and T240. * indicates
that P < 0.05 where P values are results for the test comparing F1 vs. F4 values at T240.

3.2.5.Carbohydrate oxidation
No difference was found in baseline carbohydrate oxidation (Fig. 5A). There was an effect of time (P
< 0.0001) and an interaction time x condition (P = 0.0003). Mean carbohydrate oxidation at T240 was
significantly higher in F4 condition than in F1 (2.94 + 0.15 vs. 2.11 + 0.16 mg/kg per min, P < 0.0001).
In F4 condition, total IAUC was significantly lower over the period 0-240 (P = 0.004). This difference is
explained by a great difference over the period 0-120 (P < 0.001). No difference in IAUC was found
for carbohydrate oxidation over the period 120-240. We found no difference between conditions for

the 4h carbohydrate balance (P = 0.49).

3.2.6.Lipid oxidation
No difference was found in baseline lipid oxidation (Fig. 5B). There was an effect of time (P < 0.0001)

but no interaction time x condition. Mean lipid oxidation at T240 was significantly lower in F4
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condition than in F1 (0.44 + 0.06 vs. 0.66 + 0.07 mg/kg per min, P = 0.004). We found no difference
between F1 and F4 for all lipid oxidation IAUCs and for the 4h fat balance (P = 0.49).

3.2.7.RQ and diet induced thermogenesis
Over the TO to T240 period, no difference between F1 and F4 was found for RQ (4h RQ =0.87 + 0.01
for both conditions, P = 0.44), and for NPRQ (4h NPRQ = 0.89 + 0.01 for both conditions, P = 0.44).
We found a significant decrease of DIT over the 0-240 period, in F4 condition comparing to F1 (4.7

0.5% vs. 6.2+ 0.6 % of the ECM, P < 0.05).

354
E A *
5 ] .. ;
a 304 [Pt T
5 . T.\‘.
= 25
c
S
s
201 T
Q 7
> 15 4 {
g 1
2
-]
© 10
' —&F1
00 —8-F4
’ B
08 | T
-\ .
074 e "

0,3 T T T T 1
baseline 60 min 120 min 180 min 240 min

Lipid Oxidation {(mg/kg per min)

Time

Fig. 5: Carbohydrate and lipid oxidation between baseline and T240. * indicates that P < 0.05 where P values
are results for the test comparing F1 vs. F4 values at T240.
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4. DISCUSSION

The results of this study provide some evidence that an isocaloric increase of the number of eating
occasions has a short-term positive impact on appetite control in normal-weight young men,
considering subjective, behavioral and physiological aspects of appetite. We also demonstrated an

impact on metabolic kinetics and a decrease in DIT.

4.1. Effect on appetite
We found that a breakfast in four identical intakes consumed hourly in the morning, compared to the
same breakfast consumed in one intake induced a decrease of hunger and desire to eat just before
lunch, particularly for food rich in energy and sweet food. This decrease of subjective appetite was
corroborated by physiological measurements, as ghrelin and GLP-1 were both affected in the sense

of decreasing hunger and increasing satiety before the next meal.

Eating behaviors during the subsequent ad libitum meal were also different: subjects consumed less,
more precisely less lipids, after the breakfast in four intakes. There are a very limited number of
experimental studies which have previously assessed the effect of increasing eating frequency on
subjective appetite and energy intake in normal-weight subjects. Speechly et al. [23], compared
subjective appetite and ad libitum intake of cottage pie and orange juice in eight lean males, after
having consumed a breakfast in five vs. one intake. After the breakfast in five intakes, they found that
subjects ate significantly less during this single-course meal. Subjective appetite scores were also in
line with our results even if the difference before lunch was not significant, certainly because of the
small number of subjects [47]. A study by Lemmens et al. [28] corroborates our findings, showing a
lower level of subjective appetite after a staggered meal eaten in 2 hours, with 3 within-meal pauses,
compared to a non-staggered meal ingested in 0.5 hours. However, another study [24] showed no
difference in subjective appetite before the subsequent meal after a six-intake vs. a two-intake

eating pattern, but in this study ad libitum intake was not measured.

To our knowledge, the present study is the first to assess the effect of an experimental increase in
eating frequency on eating behaviors beyond the unique measure of total energy intake. The
decrease in fat intake that was observed could be beneficial. Nevertheless, it would be necessary to
run longer term studies in order to assess if such an effect could be prolonged over a longer period of

time.

The effects of spreading out a breakfast over the course of the morning were particularly observed

during the last temporal quarter of the subsequent lunch, where a lower energy intake was
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observed, due to a significant decrease in lipid consumption. Temporal aspects of the meal have not
been assessed in previous experimental studies on the short-term effect of increasing eating
frequency on appetite control [23-25]. We think that such an approach should be encouraged for

better understanding of how a particular variable of interest can lead to a better control of appetite.

Moreover, in our study, an effort was made to preserve the ecological character of the eating
situation. As previously pointed out, the influence of ambiance on eating behavior and the
magnitude of its effect, particularly physical surroundings, is generally underestimated or not taken
into account in food intake studies [34]. We demonstrated that hunger scores and desire to eat were
lower in the Clinical Investigation Center where blood sampling and calorimetric measurements were
performed, compared to the experimental restaurant without concomitant measurements, even if
the shapes of VAS kinetics were the same. These results confirm the importance of taking care of the
context and the environment when studying eating behaviors [33, 48] and particularly in satiety
research [32], in order to increase the external validity of studies exploring the effects of specific
interventions on appetite and subsequent intakes. We found in this ecological context a positive
correlation between the level of hunger before the meal and subsequent ad libitum energy intake,

using a within-subject analysis. This result is in line with previous studies [40, 49].

Regarding biomarkers of appetite, we found, after the breakfast in four intakes, a decreased
concentration in acylated ghrelin and an increased concentration in GLP-1 just before the subsequent
meal, compared to the one-intake breakfast. Our findings are in accordance with the study of
Lemmens et al. which involved, like our study, normal-weight young adults [28]. In line with another

study [27], we found no difference in AUC ghrelin response over the whole study period.

Considering the above, the current study provides evidence that increasing eating frequency may
help to decrease the level of hunger and the desire to eat of normal-weight adults before a
subsequent meal. Subjective and physiological differences before lunch affected intakes during the
subsequent meal. In particular, fat intake was decreased. This confirms, as already proposed [50]
that increasing eating frequency may be an adequate strategy for better control of appetite and

weight management in normal-weight adults.

Nevertheless, one limit of this study is that we only recruited subjects with a habitual 3 or 4 meal
pattern. It has been shown previously that habitual nibblers (5-7 eating occasions per day) were
more able to regulate their energy intake compared to habitual gorgers (3-4 eating occasions per day
[16, 17]. It would be necessary to assess the effect of an isocaloric increase of eating frequency in
habitual nibblers. Moreover, we only proposed to our subjects to adjust their energy intake during an

ad libitum lunch offered at a fixed hour (12:00). This choice was done because all subjects were
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habitual lunch eaters, and because in France, for cultural and social reasons, lunchtime is still mainly
between 12:00 and 1:00 pm [51]. However, it should be assessed how subjects (habitual gorgers or
nibblers) would regulate their intakes with access to additional food apart from the ad libitum lunch,
such as proposed in other protocols [52], and/or when this ad libitum lunch is not time fixed but

given on spontaneous request [14, 15].

4.2. Effect on metabolism
Eating small and frequent meals compared to one large meal had a significant effect on glucose and
insulin short-term kinetics in our study. A large breakfast induced sharp glucose and insulin
excursions that were absent in the four smaller breakfast intakes condition. The AUC for glucose was
found to be independent of the condition. In contrast, the insulin AUC decreased when the
frequency of eating increased. In response to the same energy intake over the period, less insulin
was produced in the high eating frequency condition compared to the low eating frequency
condition. This finding is in accordance with most of the previous studies that assessed the short-
term effects of different meal frequency on metabolism [53-56]. A recent study [57] found a lower
12-hour insulin AUC in a six-meal condition compared to the isocaloric three-meal condition. In
contrast with our results, Solomon et al. [27] found no difference in insulin AUC comparing a two-

meal vs. a twelve-meal ingestion pattern.

As insulin inhibits lipolysis and promotes lipogenesis [58], it has previously been pointed out that the
decrease in plasma insulin associated with increased meal frequency may contribute to decreasing
body fat deposition [7]. We found a significant decrease in plasma NEFA AUC when increasing eating
frequency. Plasma NEFA concentration reflects lipolysis activity [58]. Thus, the decrease in total
insulin production in F4 condition did not lead to a higher lipolysis that would have been reflected by
higher NEFA concentrations. We assume that insulin kinetics would be more important than total
insulin production. We observed that a = 10 mlIU/| increase of insulin concentration in F4 condition
induced the same decrease in NEFA concentration than a = 30 mIU/I increase of insulin concentration
in F1. It has previously been shown that lipolysis was very sensitive to minor increase in plasma
insulin concentration [59]. Furthermore, in our study, the maintenance of insulin concentration at an
intermediate level, with no return to baseline, may have been sufficient to inhibit lipolysis during the
whole study period. Considering the above, the loss of inter-prandial fast, characterized by the
maintenance of insulin concentrations above baseline, and induced by the increase in eating
frequency, would have a deleterious effect. The return to baseline concentration for insulin seems to

play a key role in order to orientate the organism to a lipolysis pattern.
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It has also previously been hypothesized that reduced insulin secretion would induce a switch from
carbohydrate oxidation to lipid oxidation in people who eat more frequently [60]. We found a
decrease in carbohydrate oxidation in the F4 condition that would confirm this hypothesis but the
breakfast eaten in four vs. one intake did not induce any differences in lipid oxidation, 4h RQ, NPRQ,
fat and carbohydrate balance. In line with our results, Smeets et al. [29] found a significant decrease
in 24-hour carbohydrate oxidation in a three-meal condition compared to a two-meal condition.
Contrary to the present study, they found an increased 24 h fat oxidation and a decrease in NPRQ in
the three-meal condition. Smeets et al. studied the effect of eating frequency over a longer period,
but in the lower range of meal frequency, thus their subjects did not experiment a loss of inter-

prandial fast as we have done in the present study.

It has often been theorized that increased eating frequency may be able to positively influence DIT
[61], but experimental studies designed to influence the effect of eating frequency on DIT have
yielded contradictory results [60]. Some authors concluded that increasing meal frequency had no
effect on DIT [9, 29, 61], a positive effect [30] or a deleterious effect [31]. Smeets et al. [29]
measured the effect of meal frequency (2 vs.3 meals) on DIT over 24h and found no effect. Such 24h
studies should be run in a higher range of meal frequency before concluding on a deleterious effect
of increasing eating frequency on DIT. However, even if the decrease in DIT was minor in the present
study and measurements were only performed during a 4h period, this should be taken into account

considering a longer run perspective.

Overall, the effect of increasing eating frequency on metabolism is debatable: a higher number of
intakes decreased global insulin response but we assume that the loss of the inter-prandial fast may

be deleterious in the long run by inhibiting lipolysis activity and decreasing energy expenditure.

CONCLUSION

The present study supports the cause that the isocaloric increase of eating frequency may contribute
to improving appetite control by reducing hunger, decreasing ghrelin concentration and increasing
GLP-1 concentration in normal weight men. We demonstrated that increasing eating frequency could
also help to reduce fat intake at the subsequent meal. The inhibition of the lipolysis activity reflected
by NEFA profiles, and the reduction of diet induced thermogenesis we observed during the study
period, require attention, as they could cause weight gain in a long run perspective. More integrated
research should be done in order to better understand the effects of eating frequency on appetite
and metabolism, particularly in obese subjects that potentially suffer from metabolic dysregulation

or appetite deregulation.
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7.3 Discussion des résultats chez les sujets de poids normal

L'article précédent a mis en évidence les effets positifs a court terme de I'augmentation de la
fréquence des prises alimentaires sur |'appétit, en considérant a la fois les approches subjectives,
physiologiques et comportementales de |'appétit. Les résultats concernant les parametres d’ordre
métabolique, méme s’ils ne permettent pas de tirer des conclusions définitives étant donné la courte
durée de I'étude, laissent supposer, a long terme, un effet potentiellement négatif de prises
alimentaires plus petites et plus fréquentes. En effet, la diminution, méme modeste, de la DIT, et
surtout les profils cinétiques aplatis des AGNE qui témoignent d’une inhibition prolongée de la
lipolyse en cas de perte de jeline inter-prandial (caractérisé par des glycémies et des insulinémies qui
ne reviennent pas a leur niveau basal), pourraient sur de longues périodes induire un stockage plus

important des lipides et une prise de poids.

Dans notre étude, nous avons mis en évidence que le fractionnement alimentaire pendant la matinée
avait induit une diminution de la consommation d’énergie au buffet ad libitum, non significative chez
les 20 sujets (P = 0,08). Nous avons également mentionné qu’apres exclusion de I'un des sujets, cette
différence devenait significative (P = 0,02). Nous avons choisi d’exclure ce sujet de I'analyse pour ce
qui est de la consommation au buffet, car celui-ci a présenté une faible adhésion aux instructions
données pour ce repas. Plus précisément, alors qu’aucun événement n’était a relever lors de sa
premiere exploration comportementale a I'lPB (condition F1, consommation de 1356 kcal), le sujet a
semblé vouloir se lancer un défi lors de sa derniere venue. En effet, au moment de donner les
instructions avant le repas de midi (la consigne étant de manger jusqu’a étre confortablement
rassasié, sans se priver et sans exces, pendant le temps souhaité), le sujet a semblé amusé et a
marmonné les mots suivants : « vous allez voir | ». Malgré le renouvellement des consignes, le sujet
est resté dans le méme état d’esprit au cours du repas (coup d’ceil amusé a la caméra en se
resservant plusieurs fois du gateau au chocolat), et a consommé 1905 kcal, soit la quantité la plus
élevée sur I'ensemble des repas des 20 sujets (conditions F1 et F4 réunies), pendant plus de 30
minutes soit le repas le plus long observé pendant I'étude. Ainsi, le sujet a consommé 550 kcal de
plus en F4 qu’en F1, alors que la moyenne des 19 autres sujets était de - 122 + 219 kcal. Nous avons
souhaité conserver le sujet dans I'ensemble de I'analyse, car aucun autre manque d’adhésion n’était
a signaler au cours des explorations métaboliques. En revanche, il nous semble pertinent, pour les
résultats de consommation au buffet, de retenir le résultat pour 19 sujets qui reflete plus I'effet du
fractionnement, car il ne prend pas en compte cet événement, lié a un manque d’adhésion au

protocole d’un sujet plutot qu’a I'effet de notre paramétre d’intérét. A noter que cet événement est
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le seul de ce type a signaler ; aucun autre manque d’adhésion au protocole ou interaction avec les

caméras pendant le buffet n’a été relevé chez les autres sujets.

Nous souhaitons également discuter du choix de la méthode d’analyse des résultats obtenus grace
aux EVA. Méme si nous avons présenté graphiquement les résultats de faim et de satiété sur la
période entre TO et T240, notre critére principal d’évaluation était le niveau de faim (et de satiété)
uniquement a T240, juste avant le repas ad libitum de midi et non les aires sous la courbe sur la
matinée précédent ce repas de midi. Notre choix est dans la lignée des autres travaux étudiant I'effet
de différentes fréquences d’ingestion sur la consommation au repas suivant, qui focalisent en
général sur I'état de faim juste avant de commencer la prise ad libitum ((Speechly et al., 1999b;
1999a; Mehra et al., 2010; Lemmens et al., 2011), alors que d’autres travaux ne proposent pas de
prise ad libitum et analysent I'aire sous la courbe des réponses aux EVA pour la faim et la satiété sur
une période déterminée (Jackson et al., 2007; Smeets et al., 2008a; Leidy et al., 2010a; Munsters et
al., 2012). En fonction des périodes choisies pour le calcul des AUC, les résultats peuvent d’ailleurs
varier (Jackson et al., 2007), ce qui rend difficile I'interprétation des résultats. Ces différences
méthodologiques posent la question de comment considérer les variables « faim » et « satiété ».
Peut-on traiter la variable « faim » comme la variable « insuline » par exemple, et additionner les
niveaux de faim sur une période donnée, comme on additionne les quantités d’insuline libérées ?
Cette position est discutable, et il nous semble plus pertinent, dans le cas de notre protocole de nous
intéresser uniquement au niveau de faim avant midi, qui est le moment habituel du repas pour nos
sujets. Ce niveau de faim avant le repas nous semble étre un meilleur indicateur des quantités qui
vont étre ingérées au cours du repas, plutdt que I'intégration de I'ensemble des mesures de faim sur
la matinée que constituent les AUC. Un travail récent (Sadoul et al., 2012) présenté au dernier
European Congress on Obesity (Mai 2012, Lyon, France) a étudié la relation entre les scores d’appétit
mesurés avant un repas ad libitum et les quantités consommeées au cours de ce repas. Cette analyse,
qui se base sur les résultats de 25 études, a mis en évidence une corrélation positive entre les scores
de faim et les prises alimentaires qui ont suivi, ce qui va dans le sens de la méthode que nous avons
utilisée. Dans le cas des études qui ne se focalisent pas sur un niveau de faim a un moment
particulier (car aucune prise ad libitum n’est proposée), mais sur l'intégration de la faim sur une
période donnée, une solution alternative au calcul global des ASC serait de déterminer pour chaque
sujet le niveau de faim seuil a partir duquel une prise alimentaire est susceptible de se déclencher,
puis de mesurer le temps passé au-dessus de ce seuil durant la période d’intérét, voire de calculer les
ASC en mesurant uniquement I'aire sous la courbe située au-dessus de cette valeur seuil. Cette
méthodologie donnerait plus d'importance a 'augmentation (ou la diminution) des niveaux de faim

situés dans un intervalle critique au sein duquel une prise alimentaire est susceptible d’étre
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déclenchée ; la modification des niveaux de faim en dehors de cet intervalle critique ne présentant a
priori que peu d’intérét. En effet, peut-on considérer comme un bénéfice la diminution du niveau de
faim, si ces niveaux sont, de toute facon, insuffisants a déclencher une prise alimentaire et qu’aucune
prise alimentaire socialement programmeée (repas de midi par exemple) n’est prévue a ce moment-Ia
? Cette question, a notre connaissance, n’a pas précédemment été soulevée, et cette méthodologie

d’analyse n’a pas été testée. Ceci pourrait faire I'objet de travaux méthodologiques futurs.

Dans cet article, étant donnée la quantité importante de résultats déja présentés, nous avons fait le
choix de n’inclure que les données sur la période entre TO et T240, soit avant le repas de midi. Nous
présentons ci-dessous les résultats obtenus pour la période entre T240 et T430, soit aprées le
déjeuner standardisé proposé au CRNH. Les ASC sur la période entre T240 et T430 n’étaient pas
différentes entre les conditions F1 et F4, pour la ghréline (P = 0,18), le GLP-1 (P = 0,31) la glycémie (P
=0,98), I'insuline (P = 0,09), et les TG (P = 0,17). L’ASC pour les AGNE était quant a elle diminuée en
condition F4 (P = 0,002). Ce dernier résultat est dans la continuité de ceux obtenus pour les AGNE
entre TO et T240. Linhibition de la lipolyse, reflétée par une diminution de la concentration

plasmatique en AGNE, a donc été prolongée apres le déjeuner standardisé (T240). Aucune différence

n’a été observée entre les deux conditions pour les ASC incrémentales de I'oxydation lipidique (P

0,91), alors que l'oxydation glucidique a été augmentée en condition F4 entre T240 et T430 (P
0,02). Entre TO et T240, une diminution de I'oxydation glucidique avait été observée ; sur I’'ensemble
de la période d’étude (de TO a T430), aucune différence significative n’a été mise en évidence pour ce
parametre (P = 0,25). Enfin, la thermogénése induite par le déjeuner standardisé, mesurée entre
T240 et T430, n’était pas différente entre les conditions (F1:7,6 +0,6 vs. F4:7,5+ 0,5 % du contenu
énergétique du repas, P = 0,92). Globalement, aucun effet particulier du second repas (déjeuner
standardisé au CRNH) n’a été mis en évidence. On retiendra la prolongation de I'effet du
fractionnement sur la baisse de la concentration plasmatique en AGNE. Concernant les scores
d’appétit (EVA), aucun effet de la condition n’a été mis en évidence aprés le repas de midi, que ce
soit a I'IPB ou au CRNH. En revanche, nous avons mis en évidence un effet du lieu (IPB vs. CRNH) sur
I’ensemble des scores d’appétit mesurés apres T240 : les sujets présentaient une faim diminuée et
une satiété augmentée apres le buffet ad libitum consommé a I'IPB comparativement au repas
standardisé consommé au CRNH. Ce résultat est logique étant donné que la consommation moyenne
au buffet (conditions F1 et F4 confondues) était de 1311 * 53 kcal, alors que le repas standardisé au
CRNH contenait 1041 kcal.

Cette consommation au buffet de midi a représenté 59,2 + 2,8 % en F1 et 55,2 + 3,1 % en F4 des
besoins journaliers recommandés des sujets (moyenne + SEM = 2289 + 64 kcal), calculés a partir de

leur métabolisme de repos (mesuré au CRNH) et de leur niveau d’activité physique (besoins
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journaliers recommandés = métabolisme de repos x 1,375 ; la valeur 1,375 correspondant a un
niveau d’activité physique modéré (Rosemblum et al., 2006)). Comme ceci est couramment observé
lorsqu’un buffet ad libitum est proposé a des sujets (Larson et al., 1995), nous avons constaté une
surconsommation au cours de ce repas. Le repas moyen consommé au buffet (1311 + 53 kcal) était
en effet nettement plus copieux (P < 0,001), par rapport au repas de midi moyen consommé lors des
six jours d’enquéte alimentaire (856 + 39 kcal) (consommation déclarée, non mesurée). En revanche,
il est important de préciser que ce méme repas moyen consommé au buffet n’était pas différent (P =
0,76) du repas de midi le plus copieux (1283 + 81 kcal) décrit par chacun des sujets au cours des 6
jours de I'enquéte alimentaire. Ainsi, la consommation totale d’énergie au cours du buffet ad libitum
a été bien supérieure a la consommation moyenne habituelle des sujets au cours de leur repas de
midi ; en revanche, elle n’a pas été différente de celle observée au cours des repas de midi les plus
copieux rapportés par les sujets. L'enquéte alimentaire sur 6 jours nous a permis de confirmer les
déclarations des sujets au moment de leur inclusion quant a leur nombre habituel de prises
alimentaires. Tous les sujets étaient bien des consommateurs habituels de 3 ou 4 repas par jour : le
nombre moyen de repas déclarés par jour, par I'ensemble des sujets était de 3,6 + 0,06. Sur les 120
journées alimentaires rapportées par I'ensemble des 20 sujets, 86 % contenaient 3 ou 4 prises
alimentaires, 12 % contenaient 5 prises et 2 % contenaient seulement 2 prises. Ces confirmations
sont importantes, car il a été montré que le nombre habituel de prises alimentaires de sujets
d’études peut jouer un role dans la facon dont ceux-ci réagissent a des modifications expérimentales
de ce nombre de prises alimentaires. Des sujets habitués a consommer plus de 5 prises par jour
semblent par exemple plus susceptibles de réguler avec justesse leur consommation d’énergie, en
réponse a des interventions expérimentales, comparativement a des sujets habitués a consommer 2
a 4 prises alimentaires journaliéres (Westerterp-Plantenga et al., 1994; 2002). Il est donc important
que I'homogénéité des sujets sur ce parametre déclaré en début d’étude, soit confirmée par
I’enquéte alimentaire.

Nous avons par ailleurs demandé aux sujets de rapporter leurs consommations alimentaires (via un
guestionnaire) apres les journées d’explorations comportementales (consommation post buffet) et
métaboliques (consommation post déjeuner standardisé). L'objectif était en particulier de
déterminer si I'effet du fractionnement du petit déjeuner sur les consommations au repas ad libitum
se prolongeait sur le reste de la journée. Les résultats post IPB montrent que les sujets, aprés avoir
consommé moins d’énergie au buffet en condition F4 vs. F1, ont compensé cette différence en fin de
journée. Ainsi, sur 'ensemble des journées d’explorations a I'IPB, les sujets ont consommé 2750 + 84
kcal (petit déjeuner + buffet + prises libres en fin de journée) en condition F1 vs. 2750 + 101 kcal en
condition F4 (P = 0.99). L'effet bénéfique du fractionnement alimentaire n’a donc pas été prolongé

sur les prises alimentaires qui ont suivi le buffet ad libitum. De la méme fagon, aucune différence n’a
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été observée sur les consommations totales des journées d’explorations métaboliques (petit
déjeuner + déjeuner standardisé + prises libres en fin de journée) ; (F1: 2563 + 63 kcal ; F4: 2576 +
86 kcal, P = 0,87). En moyenne, sur I'ensemble des journées d’exploration comportementale, les
sujets ont consommé 121 + 3,8 % de leurs apports quotidiens recommandés, ce qui est supérieur aux
97 + 2,9 % rapportés en moyenne au cours des 6 jours d’enquéte (P < 0,01); en revanche cette
valeur n’est pas supérieure a la journée la plus copieuse (115 + 4,4 %) rapportée au cours de cette
méme enquéte (P = 0,15). Sur I'ensemble des journées d’exploration métabolique, les sujets ont
consommé 113 + 3,3 % de leurs apports quotidiens recommandés. L'ensemble des prises
alimentaires de fin de journée ont été rapportées (questionnaire déclaratif) et non mesurées en
laboratoire ; il serait pertinent dans des protocoles futurs de maintenir les sujets en situation
contrdlée jusqu’au soir, avec un choix d’aliments disponibles ad libitum (prises libres) afin de pouvoir

mesurer exactement leurs consommations alimentaires sur I’'ensemble de la journée d’exploration.

D’autres données n’ont pas été présentées dans I'article précédent, comme les consommations par
catégorie d’aliments et les courbes cumulatives de consommation d’énergie lors du buffet ad libitum.
Aucune différence n’a été mise en évidence pour I'ensemble de ces parametres, entre F1 et F4. Nous
avons donc focalisé notre attention dans I'article sur les données pour lesquelles des différences
significatives ont été démontrées, comme I'analyse temporelle par quart de repas, qui nous a permis
de mettre en avant des différences de consommation d’énergie totale et de lipides entre F1 et F4

dans la derniére partie du repas.

Enfin, I'analyse des prises de sang « contrbles » réalisées a I'lPB a permis de mettre en évidence les
mémes différences significatives qu’au CRNH entre les conditions F1 et F4 a T240. Ceci valide le fait
de dupliquer le protocole dans deux lieux de recherche distincts: un centre d’exploration des

parameétres physiologiques et un centre d’exploration des parametres comportementaux.

L’ensemble des résultats de cette étude chez des sujets de poids normal nous a permis de mettre
en évidence l'effet bénéfique de I’augmentation isocalorique de la fréquence des prises
alimentaires, sur la sensation de faim, les concentrations plasmatiques en ghréline et GLP-1, ainsi
que sur la prise alimentaire au repas suivant, méme si I'effet sur I’énergie ingérée n’a pas perduré
jusqu’a la fin de la journée. Le fractionnement alimentaire semble par ailleurs, via des profils
insuliniques maintenus au-dessus de leur niveau basal, entrainer une inhibition prolongée de la
lipolyse dont témoignent les concentrations plasmatiques diminuées en AGNE sur I’ensemble de la
durée des explorations. Cette perte de la période de je(ine inter-prandial est également associée a

une diminution de la dépense énergétique via la thermogénése induite par I'alimentation. Ces
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effets, méme modestes, peuvent sur le long terme s’avérer négatifs pour I’équilibre de la balance
énergétique, en orientant les voies métaboliques vers un stockage des graisses plutot que vers leur
utilisation. Les résultats obtenus chez des sujets de poids normal rendent pertinent une étude
auprés de sujets obéses, susceptibles de présenter une dérégulation métabolique et/ou du

comportement alimentaire via le controle de I'appétit.
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Chapitre 8: Effets du fractionnement alimentaire chez des sujets
obeéses
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8.1 Introduction

Le chapitre précédent a mis en avant les effets a court terme du fractionnement alimentaire chez des
sujets de poids normal. Les personnes obeses étant particulierement la cible des messages proposant
des stratégies de perte de poids basées sur la modification de la fréquence des prises alimentaires,
I’étude des effets du fractionnement alimentaire chez des sujets obéses est pertinente d’un point de
vue de la santé publique. Par ailleurs, étant données les caractéristiques particuliéres des personnes
obeses, tant sur le plan du métabolisme, que celui du comportement alimentaire, nous avons fait
I’'hypotheése que le fractionnement pouvait avoir des effets différents chez des sujets obéses,
comparativement a des sujets de poids normal. Dans ce chapitre, nous allons présenter la seconde
phase expérimentale du projet SAFRAN qui consistait, par I'utilisation de la méme méthodologie que
précédemment, en I'étude des effets du fractionnement alimentaire sur I'appétit, la balance

énergétique et le métabolisme, chez des sujets obéses.

8.2 ARTICLE 4 : Eating smaller and frequent meals do not reduce energy
intake in obese men

Article en préparation
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ABSTRACT

The effects of increasing eating frequency on human health are unclear, particularly in obese
subjects. This study assessed the short-term consequences on appetite and metabolism. Seventeen
obese men participated in: (i) two sessions consisting of a breakfast consumed in one intake at TO
(F1), or in four isocaloric intakes at TO, T60, T120, T180 min (F4), and followed by an ecological ad
libitum buffet meal (T240) designed in an experimental restaurant. Subjects rated their appetite
throughout the experiment. (ii) two sessions consisting of the same two breakfasts F1 and F4 in a
Clinical Investigation Center, followed by a standardized meal. Blood sampling was performed to
study the kinetics of ghrelin, glucagon-like peptide-1 (GLP-1), glucose, insulin, triglyceride and non-
esterified fatty acids (NEFA). Substrate oxidation and energy expenditure were measured by indirect
calorimetry.

After F4, at T240 min, GLP-1 concentration was higher (P = 0.006) while ghrelin concentration (P =
0.03) and hunger ratings (P < 0.001) were lower. In F4, subjects consumed at the buffet, less quantity
of food in grams (P = 0.04) and significantly less energy from low energy dense foods (P = 0.01), but
total energy intakes were not different between conditions (P = 0.29). Mixed models highlighted
differences between F1 and F4 for the kinetics of glucose, insulin and NEFA (P < 0.01). The area under
the curve was lower for insulin (P = 0.02) and NEFA (P = 0.03) in F4. In the TO to T240 period, diet
induced thermogenesis was reduced in F4 (P = 0.03). Even if subjective and physiological data
suggest a beneficial short-term effect of increasing eating frequency on appetite in obese men, no
beneficial effect was demonstrated considering intake measurements. The reduction of diet induced
thermogenesis and the inhibition of lipolysis, reflected by NEFA profiles could be deleterious on

energy balance in the long run.

KEYWORDS
Eating frequency
Appetite control
Obesity

Ghrelin

Food intake

Metabolism
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1. INTRODUCTION

Obesity is a major cause of morbidity and mortality in Western societies. Obesity is explained by an
energy imbalance that occurs when energy intake exceeds energy expenditure. Investigating dietary
patterns that may minimize sensations of hunger and reduce energy intake is relevant in the context
of improved control over body energy reserves [1]. Increasing eating frequency has been
hypothesized to decrease energy intake, and thereby body weight, through its effect on hunger
reduction and satiety improvement.

The relationship between eating frequency and weight has been assessed through epidemiological
studies. Cross-sectional surveys reported an inverse relationship between eating frequency and
weight [2-5]. However, this relationship has not been found in other studies [6-8]. Some even
reported a positive relationship between these variables when taking into account dietary
underreporting [9, 10]. Considering these discrepancies between studies, the epidemiological
evidence about the relationship between eating frequency and weight appears to be very weak.
Experimental studies may help to better understand the effect of increasing eating frequency on
body weight, particularly via the assessment of appetite. Some authors demonstrated a significant
decrease in hunger sensations and/or in energy intake while consuming smaller more frequent meals
[11-13]; others did not confirm these results [14] or even led to opposite conclusions [15]. It is
pertinent to include in experimental eating frequency studies, measurements of potential
biomarkers of appetite [16], such as ghrelin which appears to act as a meal initiator [17] or glucagon-
like peptide-1 (GLP-1) which is likely to be a causal factor in the process of satiation [18]. For these
parameters again, literature is not well documented and is contradictory [15, 19-21]. It is also highly
relevant to assess metabolic consequences of increasing eating frequency, as effects on diet induced
thermogenesis (DIT) and/or substrate oxidation have already been reported [13, 20, 22-24].

Recently, our research group demonstrated the interest of an integrated approach for assessing the
effects of parameters of interest on satiety [25], combining an in-depth behavioral approach to
physiological measurements in two specific and adequate places. We particularly showed that
assessing behavioral measurements in an experimental but ecological setting was a relevant and a
valid way of measuring appetite [26]. Using this methodology, we demonstrated that increasing
eating frequency could contribute to better control appetite in lean men, even if the effect on
metabolism could be potentially deleterious in the long run [24]. As highlighted in various papers [20,
24, 27], an increase in eating frequency may have different effects in normal weight and obese
subjects, considering metabolic [20] and behavioral aspects [27]. Moreover, obese individuals are
particularly targeted by dietary guidelines to eat smaller and more frequent meals in order to better

control appetite and lose weight, despite the lack of clear scientific evidence to justify it [15, 28].
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Considering the above, we designed this study in order to clarify the effect of increasing eating
frequency in obese subjects, on appetite and energy balance. The objective of the present study was
to assess, in obese men, the short-term consequences of an isocaloric increase of eating frequency:
- on appetite, through the assessment of:
o subjective (Visual Analog Scales) and physiological (ghrelin, GLP-1) data before the
subsequent meal,
o food intake during the subsequent meal designed in a normal-eating context,
- on metabolism, through the assessment of metabolic kinetics, substrate oxidation and

energy expenditure.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Subjects

Seventeen obese men with a mean age of 28.6 + 1.5 years (mean + SEM) and a mean body mass
index (BMI) of 31.9 + 0.4 kg/m? were recruited through advertisements. Subjects were eligible for the
study if they were considered healthy at the medical examination. They should have normal fasting
plasma glucose (< 7mmol/l), cholesterol (£ 6.8 mmol/l) and triglycerides (< 2.5 mmol/l)
concentrations. All subjects reported moderate levels of physical activity (less than 4 hours of sport
per week), were non-smokers and were used to eating at breakfast and lunchtime. None of them
were night workers. None of the subjects had food allergies. To be eligible, subjects had to declare
liking at least 75 % of the test food items given during the study and to not dislike any of them.
Before being included, all subjects were asked to fill in a validated French translation of the Dutch
Eating Behavior Questionnaire [29, 30] and of the Three Eating Factor Questionnaire [31, 32] and
should present normal scores.

All subjects gave their written consent to participate in the study. The study was approved by the
Scientific Ethics Committee of Lyon Sud Est Il and ANSM (French agency for Drug and Health Products
Safety) and complied with both the French Huriet-Serusclat law and the Second Declaration of

Helsinki. The study was registered at Clinical Trials (registration number: NCT01573988)

2.2. Study design
The study was conducted following a randomized crossover design from September 2011 to May
2012. Explorations were conducted at the Rhone-Alpes Research Center for Human Nutrition (CRNH)
and at the Institut Paul Bocuse Research Center (IPB).
After being included, subjects had a first visit to the experimental restaurant of IPB [33] for lunch.

The aim of this first visit was to familiarize subjects with the environment and foods used during the
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study. During this visit, subjects were invited to the experimental restaurant at 12:00 and were asked
to taste all of the food items offered, during an individual buffet-type meal. A choice of classical hot
and cold French food items with varied macronutrient compositions was offered. For analysis, these
food items have been classified in two categories: high energy density (HED) and low energy density
(LED). HED food items were “paté de campagne”, fried potatoes, sausages, cheese (“Comté”),
chocolate cake and sugar. LED food items were grated carrots, rice, French beans, chicken breast,
cottage cheese, stewed fruit and white bread. The energy content and macronutrient composition of
these food items are described in a previous validation study [26]. Subjects were instructed to eat ad
libitum. Their liking for each food item was also recorded in order to verify the acceptability of all
food items. Subjects had to rate their liking of each food item on a 100 mm electronic visual analogue
scale (VAS). The mean rating of food items varied from 4.4 + 0.4 (for grated carrots), to 7.5 + 0.4 (for
cheese “Comté”).

After this first visit, subjects were invited to four other experimental sessions, each separated by at
least 7 days: two of these sessions were conducted in IPB for behavioral explorations, while the two
others took place in CRNH for metabolic explorations. The interest of duplicating the same protocol
in two sites, one specialized in clinical nutrition (CRNH), the other equipped for studying with
precision eating behaviors during a meal (IPB), was described in a previous paper [25].

The order of these four sessions was randomized across the participants to prevent any order effect.
Subjects were requested to avoid vigorous activities and to abstain from alcohol consumption the
day before each session. Subjects were also asked to select a dinner they consume regularly and to
eat this same meal the evening before each session.

For the four sessions, subjects were invited to report at 7:00 am. Either in CRNH or in IPB, they were
instructed to be in a fasted state since the evening before (9:00 pm). They were given each time the
same 674.8 kcal breakfast, either in one - 20 minutes long - intake at TO (8:00 am) (F1 condition) or in
four - 10 minutes long - 168.7 kcal identical intakes provided every hour at TO, T60, T120 and T180
minutes (F4 condition). The breakfast in F1 condition was composed by white bread (40 g), croissant
(80 g), strawberry jam (30 g) unsalted butter (10 g), orange juice (120 g), white sugar (10 g), black
coffee or tea (400 ml). For each of the four intakes of the F4 condition, these quantities were divided
by 4. For these breakfasts, 56.6 % of the energy was provided by carbohydrates, 37.2 % by lipids and
6.2 % by proteins. Subjects were asked to eat all the food given for breakfast. Thus, total energy
intake for breakfast was the same in the two conditions F1 and F4. Each of the subjects received the
breakfast in one intake (F1) on two occasions: once in IPB for behavioral exploration, once in CRNH
for metabolic exploration. They received the breakfast in four intakes (F4) on two occasions: once in

IPB for behavioral exploration, once in CRNH for metabolic exploration.

165



PARTIE C - Résultats

2.3. Behavioral explorations (IPB)
Subjects came twice to IPB in groups of five subjects for behavioral explorations. From 7:00 am to the
end of the experiment, they were free to practice the sedentary activity of their choice such as
reading books or magazines, watching movies, listening to music or working on a computer.
Electronic visual analogue scales (VAS) were used to assess feelings of hunger and satiety. VAS were
completed at TO, T20, T80, T140, T200, T240, T270, T330 and T390 minutes. Each electronic VAS
consisted of a 70 mm line [34], presented on Dell Netbook (Latitude 2100 model, Dell Inc., Round
Rock, TX, USA) anchored at the beginning and end by opposing statements such as: “not hungry at
all” and “extremely hungry”, in response to the question: “how hungry do you feel?”. Subjects were
requested to click on the line that best matched how they were feeling at the time. FIZZ Sensory
Software 2.40 H by Biosystemes (Couternon, France) was used for automatic data capture and
transforming results in a 0 to 10 score.
For lunch at T240 min (12:00), subjects were offered exactly the same eating situation each time,
identical to the first familiarization visit and for which a detailed description is available elsewhere
[25]. A “brasserie” ambiance was created in the experimental restaurant, using brasserie furniture
and background music, to construct a pleasant environment for eating. Five individual spaces for
service (buffet) and consumption were created, using decorative folding screens, where subjects
were invited to eat without communicating with others. Subjects ate, seated in front of a small table.
Each buffet meal was individual and located close to each subject’s table. Each food item previously
tasted in the first visit was offered and available in larger quantities than the expected intake for an
average subject. All food items were cut into small pieces, to avoid suggesting an appropriate
amount to eat. Subjects were invited to eat as long as they wanted, until comfortably full. They could
get up and help themselves to any food item in any quantity freely during the meal. Chafing dishes,
commonly used for French buffets, were used in order to keep hot food items at constant
temperature throughout the meal.
Weighing of food before and after the meal enabled us to collect data such as: mean energy density
of the meal, energy, carbohydrate, lipid and protein intake for the whole meal, energy intake from
HED and LED food. Total energy intake has been expressed in kcal and in % of the individual daily
energy requirement (DER) of the subjects, based upon their basal metabolic rate measured in the
CRNH (mean of F1 and F4 condition) multiplied by a 1.375 coefficient corresponding to a moderate

physical activity level.
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2.4. Metabolic explorations (CRNH)
Each subject came twice to CRNH for metabolic explorations. When the subjects arrived, an i.v.
catheter was inserted into the antecubital vein for blood sampling for measurement of plasma
ghrelin, glucose-like peptide-1 (GLP-1), glucose, insulin, non-esterified fatty acids (NEFA) and
triglycerides (TG) concentrations. Subjects stayed in a bed during all the experiment as continuous
indirect calorimetry measurements were performed but they were not allowed to sleep. In the
interval between consecutive measurements, subjects were allowed to read, watch movies, listen to
music or work on a computer.
For lunch at T240 min (12:00), subjects were offered a standardized lunch (1041 kcal; carbohydrate:
53.1 %, lipid: 30.6 %, protein: 16.3 %) composed by white bread (50 g), chopped steak (90 g), pasta
(300 g), unsalted butter (10 g), plain yogurt (125 g), stewed fruit (100 g) and sugar (10 g). They were
instructed to eat entirely all of these foods.
Venous blood sampling were collected into serum or EDTA tubes 24 times (TO, 10, 20, 40, 60, 70, 80,
100, 120, 130, 140, 160, 180, 190, 200, 220, 240, 250, 260, 270, 290, 310, 350, 430 min). NEFA
concentrations were only measured 17 times at (TO, 10, 20, 40, 60, 100, 140, 180, 220, 240, 250, 260,
270, 290, 310, 350, 430 min). For TG, NEFA, glucose and insulin analyses, blood samples were
collected into serum tubes. For acylated ghrelin, blood samples were collected in EDTA-plasma tubes;
para-hydroxymercuribenzoic acid in HCI (1ImM in the final sample volume) was immediately added to
plasma to prevent degradation of acylated ghrelin by protease. For GLP-1 collection, EDTA-plasma
tubes with dipeptidyl peptidase IV inhibitor were used. After collection, all blood samples were
centrifuged for 10 min at 4°C at 4500 rpm. Plasma samples were immediately stored at -23°C until
analysis.
Plasma glucose concentrations were measured using an enzymatic method (Hexokinase) and TG
concentrations were determined using spectrophotometric method, both on a AU2700 Beckman
Coulter® (O’Callaghan’s Mills Ireland), NEFA concentrations were determined via an enzymatic
method (Wako® Chemicals GmbH Neuss, Deutschland). We measured acylated plasma ghrelin
concentrations by enzyme immunoassay kits (ELISA) using a Bertin Pharma SPI-Bio kit (Montigny-le-
Bretonneux, France). Insulin concentrations were determined using an immunoreactive method with
Bi-Ins-IRMA kit (Cisbio Bioassays, IBA, Gif/Yvette, France).
Total GLP-1 concentrations were determined with EDI™ total GLP-1 ELISA kit (Epitope Diagnostics
Inc., San Diego, CA92126 USA) distributed by Labodia S.A. (Paris, France).
Indirect calorimetry measurements were performed during the basal period (T-30 to T0), and from
TO to T430 min. We used the DELTATRAC II™ calorimeter (Datex instrumentary corporation, Helsinki,
Finland) and the QUARK RMR (Cosmed, Rome, Italy). Data obtained from these two calorimeters

have shown equivalency [35]. During all the experimentation, oxygen consumption (VO,) and carbon
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dioxide production (VCO,) were recorded every minute for periods of 30 minutes over 7h40.
Substrate oxidation (proteins, lipids and carbohydrates), resting metabolic rate (RMR) and energy
expenditure (EE) were calculated with Ferrannini’s equation [36]. All the results were obtained from
the average of each 30 min period. Diet induced thermogenesis (DIT), i.e. the increment of EE above
basal resting metabolic rate (RMR) was calculated with the formula:

% DIT = [ ¥(PPMR-RMR) x Time ]/ECM.

with PPMR: postprandial metabolic rate in kcal/min, RMR: resting metabolic rate in kcal/min, Time:
time of measure (min), ECM: energy content of meal (kcal).

In order to calculate protein oxidation, urine samples were collected three times during the day (TO,
T240 and T430), in order to measure urinary nitrogen content using a chemioluminescence method

(Antek 7000, Alytek, Juvisy, France) [37].

2.5. Statistical analysis

The normality of each parameter was checked using Shapiro-Wilk test. To test for the differences
between conditions F1 and F4, we used Student's paired t-test when the distribution of the variable
was normal, and Wilcoxon paired test when the distribution of the variable was not normal. We
tested the difference between the two conditions F1 and F4: for total energy and macronutrient
intake during the ad libitum meal, for all VAS parameters at TO and at T240, for biological variables at
TO and at T240. We also tested, for biological variables, the difference between baseline and T240 for
the same condition.

We used mixed models to compare kinetics of appetite scores for the 0-390 period. The dependent
variable was the appetite score (hunger and satiety). The condition (F1 or F4), the time and the
interaction time x condition were considered as fixed effects. Subjects were considered as a random
effect.

Similarly, mixed models were used to compare kinetics of biological variables for the 0-430 min
period. The dependent variable was the biological variable. The condition (F1 or F4), the time and the
interaction time x condition were considered as fixed effects. Subjects were considered as a random
effect.

Total 430 min area under the curve (AUC) was calculated from the fasting (baseline) time point and
the 23 postprandial time points for each biological variable (16 for NEFA). We further divided the
testing day into two segments: from 0 to 240 min, and from 240 to 430 min and calculated individual
AUC for each variable for these periods. For energy expenditure, carbohydrate and lipid oxidation,
incremental area under the curve (IAUC) were calculated. For all AUC and IAUC measurements, the

trapezoidal rule was used. [38].
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All tests were two-sided and differences were considered significant at P < 0.05. Values are expressed
as Mean # Standard Error of Mean (SEM). JMP® 9 statistical software (SAS Institute Inc., NC, USA)

was used for all statistical analyses.

3. RESULTS

3.1. Appetite
3.1.1.Subjective appetite

VAS scores are shown in Figure 1. No baseline difference (T0O) was found between both conditions (F1
and F4) for all VAS scores. Over the whole 0-390 period, for all VAS parameters, there was an effect
of time (P < 0.0001) and a time x condition interaction (P < 0.02).
Just before lunch (T240), F4 hunger scores were significantly lower compared to the F1 scores (P =
0.0004; Figure 1A), and F4 satiety scores were significantly higher compared to the F1 scores (P =
0.02; Figure 1B).
No difference was found between F1 hunger score at T240 and TO. Also, F1 satiety score at T240 and
TO were not different. However, for the F4 condition, hunger score at T240 was significantly lower
compared to hunger score at TO (P = 0.005). F4 satiety score at T240 was significantly higher
compared to F4 satiety score at TO (P = 0.009).
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Fig. 1: Hunger and satiety scores between TO and T390. Each value is a 0 to 10 score for hunger (A) and satiety

(B). * indicates that P < 0.05 where P values are results for the test comparing F1 vs. F4 values at T240.
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3.1.2.Food intake during the ad libitum buffet meal
Food intake during the ad libitum buffet meal is presented in Table 1. No difference in total energy,
carbohydrate, lipid and protein intakes and for the mean energy density of food eaten was found
between F4 and F1. Nevertheless, subjects consumed a significantly decreased quantity of food in
grams, in the F4 compared to the F1 condition (P = 0.04). Also, in the F4 condition subjects consumed
significantly less energy from LED food items compared to the F1 condition (P = 0.01). No difference

was found for energy intake from HED food items.

Table 1: Food intake during the ad libitum buffet lunch. Total energy intake (in kcal and expressed as % of
individual daily energy requirement (DER)), amount of food eaten, energy density and macronutrient intakes
(in kcal and % of energy intake), energy intake for LED and HED food items, for conditions F1 and F4 (mean %
SEM); P values are results for the test comparing means in F1 condition vs. F4.

F1 Condition F4 Condition P
Total energy intake (kcal) 1529+ 84 1460 + 94 0.30
Total energy intake (% of DER) 50.5+2.8 47.8+2.8 0.22
Amount of food eaten (g) 865 + 61 799 + 67 0.04*
Energy density (kcal /g) 1.82 £0.08 1.88 £0.07 0.11
Carbohydrate intake (kcal) 574 + 32 544 + 36 0.15
Carbohydrate intake (%) 37.5+1.2 37.3+1.0 0.58
Lipid intake (kcal) 670 £ 47 656 t 44 0.75
Lipid intake (%) 43.8+1.0 449+0.7 0.12
Protein intake (kcal) 285+ 16 260+ 18 0.15
Protein intake (%) 18.6+0.6 17.8+0.7 0.07
.Etr;(:nr?agake from LED food 624 + 40 547 + 41 0.01*
ﬁgfnrf‘{k'g;ke from HED food 905 + 67 913 + 68 0.80

*P<0.05

3.1.3.Ghrelin
Plasma acylated ghrelin concentrations are shown in Figure 2A. Baseline concentrations did not differ
between both conditions. There was a time x condition interaction (P < 0.0001).
At T240, acylated ghrelin concentration was significantly lower in the F4 condition compared to the
F1 condition (16.5 + 3.4 pg/mL vs. 31.5 * 6.5 pg/mL respectively; P = 0.03). Also, for the F1 condition

the acylated ghrelin concentration at T240 was at a level not significantly different with one of TO.
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But for the F4 condition, at T240 the acylated ghrelin concentration was significantly lower,
compared to baseline (P = 0.008).

Ten minutes after all meals for the two conditions, acylated ghrelin concentrations peaked. For the
F1 condition, there were two peaks at T10 and T250 (40.4 = 6.3 pg/mL and 43.5 + 10.8 pg/mL
respectively). For the F4 condition, there were five peaks at T10, T70, T130, T190 and T250 (39.8 +
4.4 pg/mlL, 22.2 + 3.5 pg/mL, 26.4 + 4.4 pg/mL, 19.3 + 3.2 pg/mL and 31.5 + 6.8 pg/mL respectively).
For both conditions, 20 minutes after the beginning of each meal, acylated ghrelin concentrations
decreased.

No difference was found for all acylated ghrelin AUCs between both conditions.
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60

Concentration in acylated ghrelin (pg/mL)

Concentration in GLP-1 (pmol/L)

0 20 40 60 80 100120140160 180200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Time (min)

Fig. 2: Kinetics for acylated ghrelin (A) and GLP-1 (B) plasma concentrations between TO and T430. * indicates
that P < 0.05 where P values are results for the test comparing F1 vs. F4 values at T240.

3.1.4.GLP-1
GLP-1 plasma concentrations are shown in Figure 2B. Baseline concentrations did not differ between
both conditions. There was an effect of condition (P = 0.01), an effect of time (P < 0.0001) and a time
x condition interaction (P < 0.0001).
At T240, plasma GLP-1 concentration was significantly higher in the F4 compared to the F1 condition
(4.1 £ 1.1 vs. 3.2 £ 0.8 pmol/L respectively; P = 0.006). Also, for the F1 condition the GLP-1

concentration at T240 was at a level not significantly different with one of TO. But for the F4
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condition, at T240 the GLP-1 concentration was significantly higher compared to baseline (4.1 + 1.1
vs. 2.4 £ 0.8 pmol/L respectively; P = 0.001).

GLP-1 AUC for the 0-430 period did not differ between both conditions. Nevertheless, GLP-1 AUC for
the 0-240 period was statistically lower in the F4 condition compared to the F1 condition (867 + 202
vs. 1089 + 187 pmol.L-1.min-1 respectively, P = 0.002). GLP-1 AUC for the 240-430 period was
significantly higher in the F4 compared to the F1 condition (1075 + 190 vs. 858 + 143 pmol.L-1.min-1
respectively, P =0.002)

3.2. Metabolism

3.2.1.Glucose
Baseline glucose concentrations did not differ between conditions (Figure 3A). Eating-relating
oscillations in plasma glucose concentrations were observed following each eating occasion. There
was a significant effect of time (P = 0.0008) and a time x condition interaction (P = 0.008). In the F4
condition, just before the lunch at T240, plasma glucose concentration was significantly higher
compared to the F1 condition (5.6 + 0.2 vs. 5.2 * 0.1 mmol/L respectively; P < 0.03). There was no
difference between baseline and T240 glucose concentrations for both conditions.
No difference was found for all glucose AUCs between both conditions.

3.2.2.Insulin
Plasma insulin concentrations are shown in Figure 3B. No baseline difference was found between
both conditions. There was a significant effect of time (P = 0.0006), an effect of the condition (P =
0.005) and an interaction time x condition (P < 0.0001).
Eating-relating oscillations in plasma insulin concentrations were observed following each eating
occasion. Similarly to plasma glucose, in the F4 condition, plasma insulin concentration, at T240, was
significantly higher compared to the F1 condition (21.1 £ 2.0 vs. 11.2 * 2.4 mIU/L respectively; P =
0.00001).
Insulin AUC for the 0-430 period was statistically lower in the F4 condition compared to the F1
condition (12759 + 1021 vs.14085 + 1179 mIU.L-1.min-1 respectively, P = 0.02). For the 0-240 period,
insulin AUC for the F4 condition was significantly lower (6141 + 525 vs. 7589 + 659 mlU.L-1.min-1
respectively, P = 0.00008) compared to the F1 condition. Insulin AUC for the 240-430 period did not
differ between both conditions.

3.2.3.Non-esterified fatty acids
Plasma NEFA concentrations are shown in Figure 3C. Baseline NEFA concentrations did not differ
between both conditions. There was a significant effect of time (P < 0.0001), an effect of condition (P

< 0.0001) and a time x condition interaction (P < 0.0001).
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Eating-related decrease of plasma NEFA was observed in the F1 and the F4 conditions. But NEFA
concentrations in the F4 condition stayed at a low level for the all morning. Indeed, F4 plasma NEFA
concentration at T240 was significantly lower compared to the baseline (151.4 + 8.8 vs. 459.8 + 24.7
pmol/L; P = 0.0001). Also, F4 plasma NEFA concentration at T240 was significantly lower compared to
F1 NEFA plasma concentration at T240 (151.4 + 8.8 vs. 306.5 = 30.5 umol/L; P = 0.0002).

Total NEFA AUC in the F4 condition was statistically lower compared to the F1 condition (88048 +
3015 pmol.L-1.min-1 vs. 97264 + 4112 pmol.L-1.min-1, P = 0.03). No difference in NEFA AUC was
observed over the 0-240 period while it was lower over the 240-430 period (P = 0.001) in the F4

compared to the F1 condition.
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Fig. 3: Kinetics for glucose (A), insulin (B), NEFA (C) and TG (D) plasma concentrations between TO and T430.
* indicates that P < 0.05 where P values are results for the test comparing F1 vs. F4 values at T240.

173



PARTIE C - Résultats

3.2.4.Triglycerides
Baseline TG concentrations were not different between conditions (F1: 1.69 + 0.15 mmol/l, F4: 1.73 +
0.18 mmol/l, P = 0.73). There was an effect of time (P < 0.0001) and a time x condition interaction (P
< 0.0001). No difference was observed for concentrations at T240 between F1 (2.54 = 0.22 mmol/l)
and F4 (2.69 + 0.27 mmol/l) and for AUCs, even if we showed a trend for TG AUC to be higher in the
F4 condition over the 240-430 period (P = 0.055) (cf. Figure 3D).

3.2.5.Energy expenditure
Baseline energy expenditures did not differ between both conditions (Figure 4A). There was a
significant effect of condition (P = 0.04), an effect of time (P < 0.0001), and a time x condition
interaction (P = 0.003)
F1 condition energy expenditure reached a peak value at T60 (2214 + 86 (baseline) to 2513 + 90
kcal/24h (T60)) following consumption of breakfast and then decreased until lunchtime. F4 condition
energy expenditure increased slowly to reach a peak value just before lunch (2194 + 64 (baseline) to
2383 + 71 kcal/24h (T240)). Nevertheless at T240, energy expenditure did not significantly differ
between both conditions.
IAUC energy expenditure of condition F1 for the 0-240 period was significantly higher compared to
F4 condition (P = 0.002). No significant difference between both conditions was found for the total
energy expenditure IAUC and for the 240-430 period IAUC.

3.2.6.Carbohydrate oxidation
Baseline carbohydrate oxidations did not differ between both conditions (Figure 4B). There was a
significant effect of time (P < 0.0001) and a time x condition interaction (P = 0.0002)
Similarly to the energy expenditure, carbohydrate oxidations followed the same kinetics for the two
conditions respectively. For the F1 condition, carbohydrate oxidation reached a peak value at T60
(1.20 £ 0.17 (baseline) to 2.41 + 0.18 mg.kg-1.min-1(T60)) and decreased until the lunch. For the F4
condition, carbohydrate oxidation increased slowly to reach a peak value just before the lunch (1.25
+ 0.13 (baseline) to 2.00 + 0.15 mg.kg-1.min-1 (T240)). Carbohydrate oxidation was statistically lower
at T240 in F1 compared to F4 condition (P = 0.0008).
No difference in carbohydrate oxidation IAUCs was found between the two conditions for the period
0-240. For the 240-430 period, carbohydrate oxidation IAUC for the F1 condition was significantly
lower (P = 0.04) compared to the F4 condition. Nevertheless total IAUC of carbohydrate oxidation did
not statistically differ between conditions.

3.2.7.Lipid oxidation
Baseline lipid oxidations were not different between both conditions (Figure 4C). There was a

significant effect of condition (P = 0.03).
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For the F1 condition, lipid oxidation decreased sharply from 0.82 + 0.08 (baseline) to 0.50 + 0.07
mg.kg-1.min-1 (T60) and increased until the lunch. For the F4 condition, lipid oxidation decreased
slowly from 0.74 + 0.07 (baseline) to 0.56 + 0.07 mg.kg-1.min-1 (T240). Lipid oxidation in the F4
condition was statistically lower at T240 compared to the F1 condition (P = 0.02).

No difference was found for all lipid oxidation IAUCs between both conditions.

3.2.8.Diet induced thermogenesis

Diet induced thermogenesis for the 0-240 period in the F4 condition was significantly lower
compared to the F1 condition (3.6 £ 0.7 vs. 5.2 + 0.6 % of ECM respectively; P = 0.03). There was no

difference between both conditions for the 240-430 period.
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Fig. 4: Energy expenditure, carbohydrate and lipid oxidation between baseline and T430. * indicates that P <
0.05 where P values are results for the test comparing F1 vs. F4 values at T240.
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4. DISCUSSION

The results of this study provide some evidence that an isocaloric increase of the number of eating
occasions do not have a short term positive effect on energy intake in obese men, despite the
beneficial impact on appetite sensations and on ghrelin and GLP-1 concentrations. We also

demonstrated an effect on metabolic kinetics and a decrease in DIT.

4.1. Effect on appetite

We found that a breakfast in four identical intakes consumed hourly in the morning, compared to the
same breakfast consumed in one intake induced a decrease of hunger just before lunch. This
decrease of subjective appetite was corroborated by physiological measurements, as ghrelin and
GLP-1 were both affected in the sense of decreasing hunger and increasing satiety before the next
meal.

Food intake during the subsequent ad libitum meal following the breakfast in four intakes was
decreased when measured in quantity (grams), but as subjects mainly decreased their intake of LED
foods, no difference in total energy intake was found between the two conditions. There are a very
limited number of experimental studies which have previously assessed the effect of increasing
eating frequency on subjective appetite and energy intake in obese subjects.

Speechly et al. [39] compared subjective appetite and ad libitum intake of cottage pie and orange
juice in seven obese males, after having consumed a breakfast in five vs. one intake. After the
breakfast in five intakes, just before the lunch, they found that subjects were less hungry, as in the
present study. This decrease in subjective hunger was followed by a decrease in ad libitum intakes in
grams, as in our study, but also in total energy consumed, contrary to our findings. The discrepancy
for the energy intake between this study and our, may be explained by methodological
considerations around the choice of the eating situation. Speechly et al. proposed a single-course
meal in a laboratory setting, while we offered to the subjects a buffet test meal with a large choice of
first course, main course, cheese and dessert, designed in an experimental restaurant. We assume
that obese subjects may be able to adjust their intakes based on their subjective hunger and satiety,
under laboratory conditions, without any choice in food availability. In an ecological setting, with a
wide range of foods available (as in the present study, and as in real life), if they are still able to
adjust the amount they eat based on their feelings, they do not seem to be able to adjust the total
energy they consume. A recent study of Bachman & Raynor [40] also found that obese subjects
instructed to “graze” during a 6-month weight loss intervention, reported decreased level of hunger
compared to those who were instructed to limit their number of eating occasion to three per day.

Eating more frequently was thus related to a reduction in hunger, but in this study, in which food
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availability was not reduced by laboratory constraints, eating frequency was not related to a
reduction in energy intake, similarly to our study. This highlights the importance of taking care of the
choice of the eating situation (test meals, physical surroundings, ambiance) when exploring the
impact of parameters of interest on satiety, in experimental contexts, as previously reported [25, 41,
42].

The inability of adjusting their energy intake to subjective hunger, after different eating frequency
pattern, seems to be specific to obese subjects. In a recent study following the same design than the
present one, but run with normal weight subjects [24], we demonstrated that a breakfast in four
intakes was followed by a decrease in hunger and in energy intake, compared to a breakfast in one
intake. Mehra et al. [27] proposed to lean and obese prepubertal children an isocaloric three or five
feedings in random order on separate days, followed by an ad libitum ice cream consumption. They
found significant correlations between pre-ice cream fullness ratings by the normal weight children
and subsequent ice cream consumption, while no such correlation was evident for obese children.
They also found that lean children consumed less ice cream after five feedings while obese children
consumed more. Mehra et al. [27] suggested that appetite in obese children may be influenced more
by the number of calories provided at the most recent meal than by the antecedent distribution of
the daily caloric supply.

Regarding biomarkers of appetite, we found, after the breakfast in four intakes, a decreased
concentration in acylated ghrelin and an increased concentration in GLP-1 just before the subsequent
meal, compared to the one-intake breakfast. Our findings are in accordance with two other short
term studies that involved normal-weight young adults in a similar design than our [24, 43]. Few
eating frequency studies involving obese subjects assessed the effects on biomarkers of appetite.
Cameron et al. [1] showed that eating frequency (3 meals + 3 snacks vs. 3 meals / day) had no effect
on ghrelin and PYY profiles in eighteen obese subjects who were prescribed an 8-week equi-
energetic energy-restricted diet, while in another study [15], reduced PYY concentrations were
observed with a short term 6-eating occasion vs. 3 eating-occasion eating pattern in a study with 13
overweight and obese men. The results of the present study are not in line with these last studies.
More studies are needed for investigating deeper the effect of eating frequency on biomarkers of
appetite, particularly in obese subjects.

Considering the above, even if increasing eating frequency may help to increase satiety and GLP-1
concentrations and to decrease the level of hunger and ghrelin concentrations, it does not seem to

be an adequate strategy for reducing energy intake in obese subjects.
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4.2. Effect on metabolism

Eating small and frequent meals compared to one large meal had a significant effect on glucose and
insulin short-term kinetics in our study. A large breakfast induced sharp glucose and insulin
excursions that were absent in the four smaller breakfast intakes condition. The AUC for glucose was
found to be independent of the condition. In contrast, the insulin AUC decreased when the
frequency of eating increased. In response to the same energy intake over the period, less insulin
was produced in the high eating frequency condition compared to the low eating frequency
condition. This finding is in accordance with a similar study we ran recently with normal-weight
subjects [24] and with most of the previous studies that assessed the short-term effects of different
meal frequency on metabolism [20, 44-47]. In the study of Leidy et al. [15], the authors
demonstrated lower insulin concentrations in a 6 vs. a 3-eating occasion, in 13 overweight or obese
men.

As insulin inhibits lipolysis and promotes lipogenesis [48], it has previously been hypothesized that
the decrease in plasma insulin associated with increased meal frequency may contribute to
decreasing body fat deposition [5]. We found a significant decrease in plasma NEFA AUC when
increasing eating frequency. Plasma NEFA concentration reflects lipolysis activity [48]. Thus, the
decrease in total insulin production in F4 condition did not lead to a higher lipolysis that would have
been reflected by higher NEFA concentrations. We assume that insulin kinetics would be more
important than total insulin production. We observed that a = 20 mlU/I increase of insulin
concentration in F4 condition induced the same decrease in NEFA concentration than a = 60 miU/I
increase of insulin concentration in F1. It has previously been shown that lipolysis was very sensitive
to minor increase in plasma insulin concentration [49]. Furthermore, in our study, the maintenance
of insulin concentration at an intermediate level, with no return to baseline, may have been
sufficient to inhibit lipolysis during the whole study period. Considering the above, the loss of inter-
prandial fast, characterized by the maintenance of insulin concentrations above baseline, and
induced by the increase in eating frequency, would have a deleterious effect. The return to baseline
concentration for insulin seems to play a key role in order to orientate the organism to a lipolysis
pattern.

Insulin also regulates the oxidation ratio between carbohydrate and lipid oxidation [48]. In a recent
study, Munsters et al. [20] suggested that a higher rise and subsequently fall of insulin in a low
frequency pattern would result in a higher fat oxidation. However, these authors did not confirm this
hypothesis in lean men [20]. They explained this result by arguing that the insulin levels in the high
eating frequency pattern (14 (vs. 3) eating occasions) did not increase enough to inhibit fat oxidation.
In this study, they showed insulin levels between 30 and 40 mU/L in the high eating frequency

pattern, and they argued that the threshold for maximal suppression of lipid oxidation was not
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reached in these subjects [20]. We showed insulin levels mostly between 25 and 35 mU/L in the pre-
lunch period, in the present study and we also argue that this threshold was not reached in our
sample of obese subjects.

Increasing eating frequency induced in the present study a decrease in DIT, as already observed in
similar conditions with normal weight subject [24], and in other eating frequency studies [20, 23].
However, other authors found no effect of eating frequency on DIT [13, 50, 51], or an opposite effect
[22]. Even if the negative effect of increasing meal frequency on DIT was minor in the present study,
this should be taken into account considering a longer run perspective.

Overall, the effect of increasing eating frequency on metabolism is debatable: a higher number of
intakes decreased global insulin response but we assume that the loss of the inter-prandial fast may

be deleterious in the long run by inhibiting lipolysis activity and decreasing energy expenditure.

CONCLUSION

The present study do not support the cause that an isocaloric increase of eating frequency may help
to reduce energy intake in obese individuals, even if a decrease in hunger and ghrelin concentrations,
and an increase in satiety and GLP-1 concentrations have been observed. Metabolic parameters were
negatively affected by a higher number of intakes in the sense of inhibiting lipolysis activity and
decreasing diet induced thermogenesis. Considering the above, eating smaller and more frequent

meals should not be considered as an adequate strategy to promote weight loss in obese individuals.
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8.3 Discussion des résultats chez les sujets obeses

L'article précédent met en lumiere le fait que le fractionnement alimentaire ne semble pas étre une
stratégie adéquate chez des sujets obéses dans I'objectif de réduire les consommations alimentaires.
La sensation de faim a été diminuée suite a un petit déjeuner fractionné en quatre prises, les
concentrations en ghréline ont été diminuées et les concentrations en GLP-1 augmentées (en
considérant les mesures a T240, soit juste avant le repas de midi). Pourtant, aucun effet bénéfique

sur la consommation d’énergie au cours de ce repas n’a été observé.

D’un point de vue méthodologique, les résultats de cette étude confirment I'intérét d’associer des
mesures subjectives, physiologiques et comportementales, si I'on souhaite obtenir une description la
plus compléete possible de I'effet d’un parametre d’intérét sur I'appétit. En effet, une étude qui aurait
fait I'impasse sur des mesures comportementales aurait conclu a un effet bénéfique du
fractionnement alimentaire sur I'appétit, a la vue des seuls résultats subjectifs et physiologiques. Par
ailleurs, une étude qui n’aurait focalisé I'attention que sur les consommations alimentaires, n’aurait
pas permis de comprendre les mécanismes mis en place. Méme si nous n’avons pas la prétention de
décrire un phénomene dans son intégralité, notre étude permet a la fois de conclure sur I'effet non
bénéfique du fractionnement alimentaire chez le sujet obese, ainsi que de mettre en lumiére que
cette absence d’effet n’est pas associée a une déficience physiologique liée aux hormones de
I'appétit, ou a un manque de sensations liées a I'appétit. C'est bien I'aspect comportemental qui
semble présenter un dysfonctionnement : la consommation alimentaire n’ayant pas été régulée de
facon adéquate chez ces sujets, par rapport a des différences de niveaux de faim ressentis et des

différences de concentrations hormonales.

Les résultats de cette étude montrent également la pertinence d’avoir choisi une population
d’obéses. D’un point de vue opérationnel, les personnes obeses sont les plus visées par les messages
proposant des stratégies de perte de poids. Le conseil de modifier la fréquence de ses prises
alimentaires et en particulier de fractionner son alimentation est souvent donné, malgré le manque
de preuves scientifiques (cf. introduction générale). Notre étude va a I'encontre de ce genre de
conseils, et si une augmentation isocalorique de la fréquence des prises alimentaires peut contribuer
a mieux contréler I'appétit chez des sujets de poids normal (cf. chapitre 7), cette stratégie ne semble
pas étre adaptée a une population obese. Notre hypothese initiale était que les sujets obeses, en
raison d’une potentielle dérégulation physiologique et/ou comportementale, pourraient présenter

des réponses différentes de celles des sujets de poids normal, en réponse au fractionnement
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alimentaire, sans présupposer du sens de ces différences. Nous avons confirmé cette hypothése et
mis en avant des différences entre sujets de poids normal et sujets obeses, dans la capacité
comportementale a adapter leurs prises alimentaires en réponse a des niveaux de faim subjectifs et
physiologiques différents. Nos résultats vont dans le sens de ceux de Mehra et al. (2010) qui ont
réalisé une étude chez des enfants de poids normal et obeses. Ces auteurs ont montré une bonne
corrélation entre les sensations de faim avant une consommation de glace ad libitum, chez les
enfants de poids normal, mais pas chez les obeses. Par ailleurs, les enfants de poids normal ont
diminué leur consommation ad libitum de glace aprées un fractionnement alimentaire en cinq vs. trois
prises, alors que les enfants obéses ont présenté des résultats inverses. L’hypothése des auteurs de
cette étude est que les enfants obéses réguleraient leur prise alimentaire ad libitum, plus en fonction
de la quantité calorique de la prise alimentaire qui précéde, qu’en fonction de la fagon dont I'apport
calorique est distribué précédemment a cette prise ad libitum. Dans notre étude, nous avons mis en
évidence que les sujets obéses, comme les sujets de poids normal sont capables d’ajuster leur prise
alimentaire a des différences de niveau de faim et de satiété, en volume (ou en quantité d’aliment).
Mais, si la sensibilité au volume alimentaire ne semble pas altérée chez les sujets obeses, c’est leur
capacité a ajuster la quantité calorique ingérée a leur niveau de faim, qui est déficiente, dans notre

étude, comparativement aux sujets de poids normal.

Les sujets obéses ont consommé en moyenne au buffet (condition F1 et F4 confondues) 1494 + 84
kcal. Cette quantité est en valeur absolue supérieure a la quantité qui avait été consommée par les
sujets de poids normal (1310 * 70 kcal), mais la différence de consommation moyenne au buffet
entre sujets de poids normal et obéses n’est pas significative (P = 0.11). En revanche, les sujets
obéses ont consommé au buffet en moyenne 49,1 + 2,4 % de leurs besoins quotidiens en énergie
(moyenne £ SEM = 3030 % 95 kcal), contre 57,2 + 2,7 % pour les sujets de poids normal (P = 0.039).
Cette quantité consommée au buffet par les obeses est trés nettement supérieure (P < 0,001) a la
taille de leur repas de midi moyen déclaré au cours des 6 jours d’enquéte alimentaire (820 + 55 kcal)
ou méme a la taille du repas de midi le plus copieux déclaré ou cours de cette méme enquéte (1150 +
84 kcal, P < 0,001). Si ces résultats laissent supposer une surconsommation au cours du buffet chez
les sujets obeses, ils mettent surtout en lumiére une sous-déclaration importante des
consommations rapportées par les enquétes alimentaires. En effet les sujets obéeses ont déclaré, au
cours de I'enquéte alimentaire, consommer en moyenne uniquement 73,3 + 3,4 % de leurs besoins
guotidiens en énergie, soit 2191 + 85 kcal, ce qui correspond a quelques unités pres a la valeur du
métabolisme de repos de ces sujets, mesuré au CRNH par calorimétrie indirecte (2204 + 69 kcal). Or,
pour des personnes sédentaires en équilibre énergétique, les besoins quotidiens en énergie sont au

minimum égaux au métabolisme de repos multiplié par un coefficient de 1,2 (Rosemblum et al.,
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2006). Quinze sujets sur les dix-sept ont déclaré des consommations inférieures a cette valeur. Pour
mémoire, les sujets de poids normal avaient déclaré, au cours de cette méme enquéte de 6 jours,
consommer en moyenne 97 % de leurs besoins énergétiques quotidiens. Ces données confirment les
résultats déja obtenus dans d’autres études qui mettent en avant une sous-déclaration plus
importante chez les personnes obéses que chez celles présentant un poids normal (Prentice et al.,
1986; Lichtman et al., 1992; Black et al., 1993). Les déclarations du nombre de prises alimentaires au
cours de I'enquéte sont assez proches de celles obtenues avec les sujets de poids normal, avec une
moyenne de 3,5 = 0,08 prises par jour. Sur les 102 journées alimentaires rapportées par les sujets
obeses, 83 % contenaient 3 ou 4 prises alimentaires, 11 % contenaient 5 prises et 4 % contenaient
seulement 2 prises. Etant donnée la sous-déclaration avérée des sujets obéses d’un point de vue de
I’énergie totale ingérée, le nombre total de prises alimentaires déclarées doit également étre
considéré avec précaution, les prises alimentaires hors repas étant les plus sujettes a étre non
rapportées dans les études déclaratives (Livingstone et al., 1990; Poppitt et al., 1995), et les
répondants a des enquétes alimentaires ayant tendance a se rapprocher dans leurs déclarations de la
norme de trois repas par jour, méme s’ils en ont effectué plus (Fischler, 1990; de Saint Pol, 2005). Les
sujets obeses ont également rapporté leurs consommations alimentaires jusqu’au soir, a la suite des
journées d’exploration comportementale (consommations post-buffet) et métabolique
(consommations post déjeuner standardisé). Aucune différence entre conditions n’a été mise en
évidence ni pour I'ensemble des journées d’exploration comportementale (3055 + 104 kcal en F1;
3101 + 135 kcal en F4, P = 0,88), ni pour I'ensemble des journées d’exploration métabolique (2709 +

86 kcal en F1; 2565 + 85 kcal en F4, P =0,27).

Les aspects temporels du repas ad libitum n’ont pas été présentés dans l'article précédent. Aucune
différence entre conditions n’a été mise en évidence dans les consommations au cours de chaque
quart de repas, ni dans les courbes cumulatives de consommation d’énergie. Une des limites de ce
résultat provient du fait que nous n’avons pas réalisé d’étude de validation de ces procédures
d’analyse avec des sujets obeéses. Il serait bon de s’assurer, comme nous l'avions fait pour les sujets
de poids normal, de la reproductibilité de nos parameétres d’intérét et de leur sensibilité a des
interventions. La bonne reproductibilité de I'apport énergétique ad libitum, au cours de deux
sessions expérimentales identiques a été mise en évidence chez des sujets obéses dans une seule
étude (Lara et al., 2010). Celle-ci s’est déroulée dans un contexte de laboratoire, le repas test utilisé
était un plat unique de pates et seulement 8 sujets avaient participé a I'étude. Aussi, il serait
pertinent d’évaluer la reproductibilité, et la sensibilité a des interventions, des comportements

alimentaires (au-dela de la simple consommation totale d’énergie) de sujets obéses, dans une
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situation plus écologique de restauration, en particulier avec un repas test permettant aux sujets de

faire des choix, et avec un échantillon plus important que dans I'étude de Lara et al. (2010).

Le nombre de sujets constitue également une limite de notre étude. Le calcul du nombre de sujets
nécessaire (cf. paragraphe 6.2.2) avait indiqué que 20 sujets obeses étaient nécessaires pour mettre
en évidence une différence dans I'énergie ingérée au cours du repas ad libitum, or seulement 17
sujets ont participé a lI'ensemble de I'étude. Deux autres sujets avaient été inclus mais ont
abandonné dés le début de I’étude. Etant donnée la quantité importante de criteres d’inclusion qui a
rendu difficile le recrutement de sujets obéses, et les parametres logistiques inhérents a la
réalisation des expérimentations, nous n’avons pas atteint le seuil des 20 sujets obéses. Néanmoins,
aucune tendance ne s’est dégagée dans les résultats sur I'énergie totale ingérée (P = 0,3) qui aurait
pu laisser supposer un manque de puissance di a un effectif trop petit. Aussi, le fait de n’avoir que
17 sujets ne semble pas avoir affecté les conclusions pour ce parameétre, ni pour l'autre critére de
jugement : la concentration plasmatique de ghréline mesurée juste avant le repas de midi, qui était,

avec 17 sujets, significativement différente entre les conditions.

Nous avons mis en avant les spécificités des sujets obeses, par rapport a des sujets de poids normal
sur le plan de leur comportement alimentaire en réponse a un fractionnement. Sur le plan
physiologique, les différents parameétres sanguins étudiés (ghréline, GLP-1, insuline, glucose, AGNE,
TG) ont présenté des cinétiques similaires chez le sujet obese et celui de poids normal, suite a un
fractionnement alimentaire. Les différences observées entre conditions juste avant le repas de midi
pour la ghréline et le GLP-1 chez les obeéses, avaient été également mises en évidence chez les sujets
de poids normal.

Néanmoins, les concentrations de ghréline mesurées chez les sujets obéses étaient dans I'ensemble
tres abaissées comparativement a celles obtenues chez les sujets de poids normal. La figure 27A met
en perspective les cinétiques de ghréline dans les deux groupes de sujets. Les valeurs obtenues chez
les sujets obéses dans les mémes conditions que chez les sujets de poids normal présentent une
diminution comprise entre = 50 % et = 65 %. Ces résultats vont dans le sens des données de la
littérature (Tschop et al., 2001b; Shiiya et al., 2002). Malgré ces diminutions importantes des
concentrations plasmatiques de ghréline chez I'obése, la figure 27A met bien en lumiére que le pic de
ghréline observé avant un repas est toujours présent chez |'obese, ainsi que la chute des
concentrations de ghréline apres le repas. Le profil sécrétoire circadien de la ghréline est donc
toujours bien corrélé au rythme des repas chez I'obese. Nos résultats confirment que seule la
quantité de ghréline libérée dans la circulation sanguine est altérée en situation d’obésité, comme

déja mis en évidence par exemple par Bowen et al. (2006).
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Les concentrations plasmatiques de GLP-1 obtenues chez les sujets obeses n’étaient globalement pas
différentes de celles obtenues chez ceux de poids normal. Les résultats de la littérature sont
contradictoires sur cette question. Certains auteurs ont déja rapporté une diminution des
concentrations de GLP-1 chez des sujets obéses (Verdich et al., 2001), alors que d’autres (Bowen et
al., 2006) ont montré des résultats inverses. Enfin, d’autres études n’ont pas mis en évidence de
différence dans la sécrétion de GLP-1 entre sujets obéeses et de poids normal (Feinle et al., 2002).

Les résultats obtenus dans notre étude pour la réponse insulinique chez les sujets obéses montrent,
comme démontré depuis longtemps (Bagdade et al., 1967), des concentrations plus élevées que chez

les sujets de poids normal (cf. Fig. 27B).
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Figure 27 : Cinétiques de ghréline (A) et d’insuline (B) chez les sujets de poids normal (« lean men ») et les sujets obéses
de I’étude SAFRAN.

Nous avons mis en évidence chez les sujets obéses une diminution de la thermogénése induite par
I'alimentation dans la condition F4 (petit déjeuner fractionné en quatre prises). Ce résultat est en
accord avec les résultats obtenus chez les sujets de poids normal. Aucune différence significative n’a
été mise en évidence entre les sujets de poids normal et obeses dans la DIT en considérant

séparément les périodes TO-T240 et T240-T430, ni en condition F1, ni en condition F4. Les données
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de la littérature sont contrastées sur cette question. Si quelques études, dans la lignée de nos
résultats, ne montrent pas de spécificité des sujets obeses par rapport a la DIT, beaucoup d’autres
auteurs ont mis en évidence une diminution de la DIT chez des personnes obeses (de Jonge et al.,
1997; 2002; Granata et al., 2002). Cette question fait débat dans la communauté scientifique ;
Granata et al. (2002), dans une revue de littérature, concluent a I'impossibilité de trancher sur la
question, étant donnés les différentes méthodologies utilisées et les résultats contradictoires
observés. De Jonge et al. (2002) ont répondu par une lettre aux éditeurs du journal, intitulée « The
thermic effect of food is reduced in obesity » dans laquelle ils argumentent en faveur de cette

hypothése. Nos résultats, quant a eux, ne viennent pas confirmer cette hypothese.

L’ensemble des résultats de notre étude ne vient pas supporter la these d’un effet bénéfique du
fractionnement alimentaire sur le controle de I’appétit chez les personnes obéses. En effet, malgré
une diminution de la sensation de faim et de la concentration plasmatique en ghréline avant le
repas, et I'augmentation de la sensation de satiété et de la concentration plasmatique en GLP-1 a
ce méme instant, aucun effet positif du fractionnement alimentaire sur I'apport énergétique n’a
été mis en évidence au cours du repas suivant. Les sujets obéses ont adapté la quantité en
grammes d’aliments consommés en fonction de leurs sensations de faim et de satiété, mais aucune
différence dans I’énergie ingérée n’a été observée. Ceci s’explique par les choix alimentaires
réalisés durant le repas : aprés un petit déjeuner fractionné, les sujets ont consommé une quantité
moindre d’énergie provenant d’aliments de faible densité énergétique. Cette caractéristique
comportementale n’avait pas été observée chez des sujets de poids normal. Concernant les effets
du fractionnement alimentaire sur les parameétres métaboliques, aucune spécificité n’a été
observée chez les sujets obéses : comme chez ceux de poids normal, la perte du jelne inter-
prandial a entrainé une diminution de la dépense énergétique via la thermogéneése induite par
I’'alimentation, ainsi qu’une inhibition prolongée de la lipolyse caractérisée par des concentrations
plasmatiques diminuées en acides gras non estérifiés durant la période d’expérimentation. Cet
effet n’a pas été amplifié chez les sujets obéses. Comme chez les sujets de poids normal, nous
concluons a un effet potentiellement négatif du fractionnement alimentaire sur I'orientation des

voies métaboliques, méme si des études sur des périodes plus longues sont nécessaires.
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Chapitre 9: Bilan et perspectives méthodologiques
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La question méthodologique est centrale dans ce travail de thése. Notre premier objectif a consisté a
proposer une méthodologie expérimentale qui permette une étude, la plus compléte possible, du
concept complexe qu’est I'appétit. Dans cette démarche, nous avons tout particulierement pris soin
a la validité externe de la méthode, dans I'optique d’obtenir des résultats de recherche extrapolables
a lavie réelle. Dans ce chapitre, nous allons faire le bilan des apports méthodologiques de ce travail
et proposer en perspective des améliorations possibles, en considérant d’abord la question de la

complexité de I'appétit, puis celle de la validité externe.

9.1 Vers une approche intégrée de I'appétit

Nous avons proposé une méthode qui consiste a dupliquer le méme protocole dans deux lieux de
recherche différents: un centre clinique permettant une investigation clinique approfondie des
facteurs physiologiques liés a la régulation de I'appétit et au métabolisme, et un centre
d’investigation comportementale permettant de mesurer les sensations de faim et d’observer les
comportements alimentaires dans un contexte de consommation écologique mais contrdlé. La
réalisation de prises de sang « contrOles » au sein du centre d’investigation comportementale a
permis de montrer que les réponses physiologiques ne variaient pas entre les deux centres d’étude,
et ainsi de valider la duplication du protocole sur le plan physiologique. Les journées d’exploration au

CRNH ont permis d’avoir une approche physiologique élargie de I'appétit en considérant non

seulement les cinétiques plasmatiques des métabolites et des hormones liées a la régulation de
I'appétit, mais encore la facon dont les substrats étaient utilisés ou comment variait la dépense
énergétique, grace a l'usage de la calorimétrie indirecte. L’originalité de notre méthode consiste a
associer I'ensemble de ces mesures a une étude approfondie du comportement alimentaire. En effet,
la réalisation des journées d’exploration a I'Institut Paul Bocuse, par l'utilisation du restaurant
expérimental et des caméras vidéo, nous a offert la possibilité d’étudier le comportement

alimentaire de facon beaucoup plus approfondie que ce que I'on observe habituellement.

Nous avons présenté dans ce manuscrit comment nous avons dépassé la simple mesure de I’énergie

totale ingérée, par une analyse qualitative et temporelle du repas. Nous avons en particulier étudié

les choix au cours du buffet ad libitum, en fonction de différentes catégories d’aliments
(entrées/plats/fromages/desserts ou aliments de haute/basse densité énergétique). Par ailleurs,
nous avons proposé des courbes cumulatives de consommation d’énergie a partir des repas au
restaurant expérimental, a 'image de ce qui est fait dans la littérature étudiant la microstructure des

repas (Kissileff, 2000; Westerterp-Plantenga, 2000; Kissileff et al., 2001). Alors que cette littérature
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utilise des repas composés le plus souvent d’un seul item alimentaire, dans des environnements
purement expérimentaux, nous avons, pour la premiere fois, proposé ce type d’analyse pour des
repas de type buffet varié, en contexte écologique de restauration. Nous avons, dans notre étude de
validation, démontré la bonne reproductibilité intra-individuelle de ce parametre, entre deux repas
pris dans des situations identiques. Nous avons également mis en évidence que ce parameétre était
sensible a des modifications expérimentales. Les courbes cumulatives de consommation d’énergie
offrent une vision globale de la cinétique d’ingestion d’un repas et leur comparaison entre
différentes conditions permet d’évaluer l'effet d’un parameétre d’intérét sur ces cinétiques.
Néanmoins, leur interprétation reste difficile et I'analyse des différentes fractions temporelles du
repas (comme les quarts de repas dans les études présentées dans ce manuscrit) peut s’avérer plus
parlante. Nous avons démontré en particulier que, dans le contexte expérimental proposé, les
consommations lors du dernier quart de repas étaient les plus soumises a des variations. Ces
résultats suggerent que des différences d’appétit observées en début de repas chez des sujets de
poids normal vont entrainer plus particulierement des modifications dans les apports alimentaires de
fin de repas (fromage ou dessert). De tels résultats peuvent avoir un intérét en termes de santé
publique, afin d’identifier les paramétres pouvant aider a limiter les consommations de fin de repas
qui sont souvent de haute densité énergétique (fromages, desserts). L'évaluation des
caractéristiques temporelles du repas est novatrice dans les études sur |'appétit, et le travail
d’analyse de ces données, obtenues par le biais des enregistrements vidéo, mérite d’étre encore
amélioré. Un des leviers d’amélioration pourrait étre I'utilisation de logiciels d’analyse vidéo, comme
ceux développés par la société Noldus, qui faciliterait le codage des données et permettrait
également d’augmenter le nombre de parameétres d’intérét pour rendre plus facile I'interprétation
des résultats. Ce type de logiciels permettrait de coupler nos données de consommation aux
expressions faciales observées au cours du repas (voir par exemple (Zeinstra et al., 2009)), ou
parallelement au nombre de bouchées, d’enregistrer le temps passé a macher. Il a récemment été
démontré qu’une augmentation du temps passé a macher au cours d’un repas pouvait entrainer une
diminution de I'énergie ingérée (Smit et al., 2011a) ; ce type de résultats justifie I'utilisation de tels
outils et parametres dans les travaux investiguant les moyens de mieux contréler 'appétit et de

réduire I'énergie ingérée au cours des repas.

D’autres axes d’amélioration peuvent étre proposés en dehors de la période du repas ad libitum et

de son analyse spécifique. Par exemple, plutot que de se limiter a I’évaluation de la sensation de faim
par I'intermédiaire d’EVA tout au long des journées d’exploration, il serait tres informatif d’évaluer
d’autres parametres, tels que I'humeur des sujets ou leur performance. Une revue de littérature de

Kanarek (1997) mettait en avant I'effet bénéfique de la prise d’un petit déjeuner, et de celle d’'une
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collation dans I'aprés-midi, sur les performances cognitives. Une étude récente par Hewlett et al.
(2009) a montré que I'augmentation du nombre de prises alimentaires (4 prises a 9h, 11h, 13h et 15h
vs. 2 prises a 9h et 13h) pouvait entrainer une amélioration des performances cognitives et une
tendance a une humeur plus positive. Benton et al. (2010) ont interrogé 686 personnes apres un
repas pris dans une cafétéria. Les auteurs ont mis en évidence que les personnes ayant pris un petit
déjeuner le matin méme rapportaient des humeurs plus positives durant la matinée, ainsi qu’un
sentiment de relaxation plus élevé. Le lien entre humeur durant la matinée et choix alimentaires au
repas de midi a également été considéré, mais aucune association significative n’a été mise en
évidence dans cette étude, alors que plusieurs études ont déja mis en évidence un lien entre une
humeur négative et la consommation d’aliments palatables (Benton, 2002). L’inclusion de ce type de
mesures dans nos protocoles permettrait d’observer plus globalement I'effet de parametres d’intérét
(en particulier de la fréquence des prises alimentaires) sur I'état psychologique des sujets, ce qui

pourrait aider a expliquer les différences de consommation observées au cours des repas.

Une autre facon d’enrichir le champ des données recueillies, dans I'objectif de mieux comprendre les
processus psychologiques entrant en jeu dans le contréle de I'appétit, serait d’intégrer un volet
qualitatif a nos recherches. Par exemple, la réalisation d’entretiens individuels et/ou de « focus
groupes », a la fin de la derniére journée d’exploration, permettrait d’aborder de fagcon qualitative
avec chacun des sujets la description du vécu pendant ces journées d’explorations : sensations,
humeurs ou émotions ressenties en fonction des différents types de fractionnement alimentaire ;
facilité a adhérer au protocole et ressenti par rapport a ce protocole (buffet test, mesures par
calorimétrie indirecte, prises de sang,...) ; attentes et impressions des sujets sur |’offre alimentaire en
arrivant a l'Institut Paul Bocuse. Peu d’études qualitatives se sont intéressées a la question de
I'appétit. Kristensen (2000) a bien décrit dans une revue de littérature comment la faim, la satiété
pouvaient étre des sujets de recherche d’intérét majeur dans les sciences humaines et sociales. Deux
études décrivent, par des méthodes qualitatives, les sensations de faim et de satiété, du point de vue
des consommateurs (Kristensen et al., 2002; Murray et al., 2009). Murray et al. (2009) mettent en
avant les composantes physiques et psychologiques des sensations de faim et de plénitude, et les
possibilités de chevauchement entre une sensation de faim mentale et de plénitude physique.
L’étude de Kristensen et al. (2002) met en lumiére comment, dans des contextes sociaux différents,
la définition de la satiété évolue pour un méme individu, ce qui permet d’avoir un point de vue
original pour expliquer I'influence du contexte social sur les quantités d’énergie consommées. Par
ailleurs, les travaux de Bisogni et al. (2007) rapportent les descriptions qualitatives de sujets, de leurs
prises alimentaires habituelles, ce qui permet en particulier d’avoir les points de vue des

consommateurs sur ce qu’est un repas, un snack,... L'ensemble de ces travaux devrait étre une
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source d’inspiration pour imaginer des protocoles originaux d’étude de I'appétit, combinant
approches quantitatives et qualitatives. Une des méthodologies qui pourrait étre particulierement
pertinente dans notre contexte de recherche et avec les outils dont nous disposons, serait la
réalisation d’entretiens, accompagnés du visionnage des enregistrements vidéo des repas, en
compagnie de chaque participant. Cette méthode d’auto-confrontation a I'image (Theureau, 1992),
tres en usage dans le domaine de I'ergonomie, a également été utilisée en anthropologie dans notre
centre de recherche (Wathelet, 2012). L'idée centrale est de repasser au sujet des extraits choisis des
enregistrements vidéo, correspondant a des événements clés (dans notre cas, ce pourrait étre le
moment ou la personne se sert au buffet, effectue un choix particulier, ou quand elle arréte de
manger le plat principal pour passer au fromage ou au dessert,...), et de réaliser dans le méme temps
un entretien individuel permettant |’explicitation de chacun de ces moments clé par I'acteur méme
de la vidéo; afin de comprendre la raison de ces différents choix et comment ceux-ci ont été

effectués.

9.2 Vers une meilleure validité externe
En plus d’offrir une approche plus compléte de I'appétit, notre autre objectif méthodologique était
de proposer un contexte de mesure du comportement alimentaire qui soit le plus écologique

possible, afin d’assurer une bonne validité externe a notre recherche.

Nous avons mis en évidence que le lieu d’investigation avait un effet sur les sensations de faim

déclarées par les sujets : les sujets ont rapporté dans le méme état physiologique, des niveaux de

faim plus élevés a I'Institut Paul Bocuse qu’au CRNH Rhéne Alpes. La diminution de I’envie de manger
dans le centre de recherche clinique peut étre expliquée par I'environnement hospitalier, la position
semi-allongée prolongée pendant toute une matinée ou les mesures de calorimétrie indirecte et les
prélevements sanguins effectués en continu pendant I'expérimentation. On peut aussi attribuer les
différences dans les niveaux de faim, observés entre les deux lieux, par une attente accrue envers les
aliments proposés a I'Institut Paul Bocuse, en particulier a cause de I'appellation méme du lieu ;
« Paul Bocuse » étant associé a la bonne cuisine. Dans nos protocoles, nous avons essayé de
minimiser cet effet en invitant tous les sujets d’étude a une visite de familiarisation a
I’environnement et aux aliments proposés, préalablement aux journées au cours desquelles des
mesures sur l'appétit étaient réalisées. Si nous n’avons pas mesuré dans notre étude ce biais
potentiel lié au fait de venir manger a I'Institut Paul Bocuse, nous avons confirmé les travaux de

recherches réalisés en particulier par Meiselman (1992; 2000; 2007) mettant en lumiére I'importance
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du contexte lorsque I'on étudie I'appétit et plus globalement les comportements alimentaires. Nos
résultats mettent en avant l'intérét de reproduire au plus prés des contextes réels de consommation

si I’'on veut obtenir des résultats extrapolables aux situations de la vie courante.

Dans cette optique, le restaurant expérimental de [I'Institut Paul Bocuse est un _lieu

particulierement adapté a I’étude des comportements alimentaires en situation écologique mais

controlée. Méme si la plupart des auteurs étudiant I'appétit ne prennent aujourd’hui pas en compte
le parametre « situation écologique de consommation » dans I’élaboration des protocoles, quelques
équipes font figure d’exception et se sont dotées d’installation adaptées. Ainsi, les équipes de
recherche de I'Université de Wageningen aux Pays-Bas peuvent utiliser le « Restaurant of the
Future » (http://www.restaurantvandetoekomst.wur.nl/UK/) sur leur campus, pour mettre en place
des expérimentations et étudier les comportements alimentaires en vie réelle. Par exemple, Bolhuis
et al. (2011) ont récemment démontré dans ce contexte qu’une réduction de 50 % de la quantité de
sel dans le pain ne diminuait pas la consommation de pain au petit déjeuner. Les auteurs mettent en
avant le fait que leurs résultats sont extrapolables aux conditions de la vie réelle, grace au fait que le
lieu d’étude n’avait pas l'apparence d’'un contexte expérimental. L'Université de Brighton au
Royaume-Uni s’est aussi dotée d’un restaurant expérimental appelé le « Culinary Art Studio »

(http://www.culinaryartsstudio.co.uk/), présenté récemment au 36°™ congrés du British Feeding
and Drinking Group (BFDG) sous le titre « Exploring dimensions of eating behaviour in restaurant

settings » (Ells et al., 2012). Ces initiatives, encore rares, méritent d’étre encouragées.

Dans notre étude, le contexte de consommation (restaurant expérimental) représentait a lui seul une
originalité, et une avancée vers plus de réalisme, comparativement a la plupart des études sur
I'appétit. Par ailleurs, I'offre alimentaire proposée différait fortement des repas test habituellement
servis dans les études sur I'appétit. En effet, ceux-ci sont le plus souvent constitués d’un seul item
alimentaire, tel qu’un grand plat de pates (Gregersen et al., 2008; Lara et al., 2010), du hachis
Parmentier (Speechly et al., 1999b), de la pizza (Bellissimo et al., 2008), ou alors de plusieurs aliments
de type buffet froid (Arvaniti et al.,, 2000; Nair et al., 2009). Néanmoins, nous pensons que le
caractere écologique de la situation de repas pourrait étre encore amélioré dans des études futures.

Dans un premier temps, il serait pertinent d’inclure le paramétre social dans la situation de repas,

comme déja proposé par certains auteurs (Weber et al., 2004; Reinbach et al., 2010), plutét que de
I’évincer en proposant aux sujets de manger seuls. Dans une étude évaluant l'effet de la
consommation de piment sur I'appétit (Reinbach et al., 2010), les participants mangeaient ensemble
a la méme table ; il étaient autorisés a parler de tout sauf de leur opinion concernant la nourriture

proposée. Dans I'étude de Weber et al. (2004), il n’a pas été mis en évidence de différence de
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consommation lorsque des sujets mangeaient seuls ou en groupe, alors que des modifications de
contexte ont engendré des variations dans I’énergie ingérée. L'hypothese est faite dans cette étude
que le phénomene de facilitation sociale n’a pas été observé entre les sujets d’étude, car ceux-ci ne
se connaissant pas avant I'étude, ils ne se sont pas sentis assez a I'aise pour socialiser librement, ce
qui confirme les résultats de de Castro (1994) qui a observé une plus grande facilitation sociale entre
amis ou personnes d’une méme famille, qu’entre personnes moins proches (collégues de travail par
exemple). Permettre aux sujets de manger ensemble au sein du restaurant expérimental serait un
axe de progres certain dans I'objectif d’améliorer la validité externe des études sur I'appétit que nous

menons dans ce contexte.

En plus du parameétre social, le parameétre économique pourrait également étre inclus dans nos

protocoles, a I'image de ce qui est réalisé dans les études en économie expérimentale (Smith et al.,
1993). Nous pourrions par exemple proposer a nos sujets une participation financiere pour les
aliments consommés, ce qui pourrait en particulier avoir pour effet de diminuer la surconsommation
observée lors des repas au buffet et impliquer plus fortement les sujets dans leurs choix alimentaires.
Ceci permettrait également de rapprocher la situation de repas proposée d’une situation de la vie
réelle ; le critere économique entrant pleinement en jeu dans les décisions d’ordre alimentaire de la
vie courante, au méme titre que les considérations d’ordre physiologique ou psychologique (Nestle
et al., 1998). Ces parametres économiques et sociaux pourraient étre testés dans le cadre d’un
concept de restauration régulier de type cafétéria (appelé « Pause déjeuner »), récemment mis en
place au restaurant expérimental de I'Institut Paul Bocuse et qui permet au public (par opposition a
des sujets recrutés spécifiguement pour une étude), de venir se restaurer a midi. Ceci nécessiterait
des réflexions importantes en termes logistique et méthodologique, en particulier en ce qui concerne
la pesée des aliments (plus facile dans le cadre d’un buffet individuel que dans un concept de
cafétéria), mais ce genre de chevauchement entre des protocoles d’étude spécifiques et des

concepts de restauration réguliers du restaurant expérimental devra étre réfléchi a I'avenir.

Enfin, parallelement a I'amélioration du repas de midi ad libitum, une réflexion sur les différentes
prises du petit déjeuner peut étre menée, tant sur leur contenu que sur les modalités de leur
consommation. Sur ce dernier point, nous pourrions envisager, dans le cadre des explorations

comportementales uniquement, de proposer aux sujets de prendre leur petit déjeuner (en

respectant les différentes modalités) a domicile. Ceci n’empécherait pas I'enregistrement

concomitant de leurs sensations de faim sur mini-PC. Les sujets se rendraient alors a I'Institut Paul

Bocuse uniquement pour le repas de midi au restaurant expérimental.
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Toutes ces propositions d’améliorations méthodologiques, autant pour mieux comprendre le
concept d’appétit que pour renforcer la validité externe des résultats obtenus, ne sont pas
envisageables de fagon concomitante, pour des questions de logistique ou d’adhésion au protocole
de la part des sujets. Par ailleurs, celles-ci ne doivent en aucun cas étre mises en place au
détriment d’un bon controle de la situation expérimentale. En conclusion, nous pensons que les
recherches étudiant I'appétit et les comportements alimentaires doivent, toujours plus, prendre en
compte ce genre de considérations et inventer des protocoles incluant des apports
méthodologiques en provenance de disciplines variées, et permettant d’obtenir des résultats de

recherche extrapolables a la vie réelle.
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Chapitre 10 : Bilan et perspectives en termes de santé publique
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Aprés le premier objectif méthodologique, le second objectif de ce travail de thése était d’étudier les
conséquences a court terme de I'augmentation isocalorique de la fréquence des prises alimentaires
sur la balance énergétique (considérant plus particulierement les différentes facettes de 'appétit :
appétit subjectif, physiologie et aspects comportementaux) ainsi que sur des parameétres liés au
métabolisme. Partant du constat que les réponses a un fractionnement alimentaire étaient
potentiellement différentes dans la littérature entre des sujets de poids normal et des sujets obéeses
(Mehra et al.,, 2010), et ayant démontré l'intérét de réaliser une étude dans une population
« controle » de poids normal et une population présentant une possible dérégulation de I'appétit
et/ou du métabolisme, nous avons mené deux études en considérant séparément ces deux groupes

de sujets.

10.1 Fractionnement alimentaire et appétit : des points communs entre
sujets de poids normal et obeses,... mais une différence fondamentale

Sur le plan de I'appétit subjectif, a la fois chez les sujets de poids normal et chez les sujets obeses,

nous avons mis en évidence qu’un fractionnement alimentaire dans la matinée entraine avant le

repas de midi une sensation diminuée de la faim, ainsi qu’une sensation augmentée de la satiété.

La littérature était contrastée sur le sens de la relation pouvant exister entre fréquence des prises
alimentaires et sensation de faim, certains trouvant une relation négative (Speechly et al., 1999a;
Lemmens et al., 2011), d’autres une relation positive (Leidy et al., 2010a; Munsters et al., 2012) ou
encore pas de relation (Speechly et al., 1999b; Mehra et al., 2010). Nos résultats sont concordants
chez des sujets de poids normal et obéses ayant suivi le méme protocole de recherche, et supportent
donc I'hypothese que fractionner son alimentation sur une matinée induit une diminution de la

sensation de faim avant le repas de midi.

D’un point de vue physiologique, malgré les différences importantes que nous avons montrées dans
les concentrations de ghréline entre sujets obéses et de poids normal, les résultats obtenus pour ce
parameétre ainsi que pour le GLP-1, respectivement des potentiels biomarqueurs de la faim et du
rassasiement (de Graaf et al., 2004), sont concordants, dans les deux populations, avec ceux obtenus

pour les sensations de faim et de satiété. Les concentrations plasmatiques de ghréline, mesurées

avant le repas de midi, ont été abaissées aprés le petit déjeuner fractionné, alors que celles de

GLP-1 ont été augmentées. Peu d’études expérimentales ont précédemment exploré les relations

entre fréquence des prises alimentaires et hormones de I'appétit (Solomon et al., 2008; Leidy et al.,
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2010a; Mehra et al., 2010; Lemmens et al., 2011; Munsters et al., 2012). Aucune direction dans le
sens possible de cette relation ne se dégage de ces études, les résultats variant en fonction des types
de sujets, de protocoles expérimentaux ou de procédures d’analyse. Nous offrons des résultats
concordants entre sujets de poids normal et obéses : a la lumiere de nos travaux, fractionner son
alimentation sur une matinée diminue le niveau de « faim physiologique » et augmente le niveau de

« rassasiement physiologique » avant le repas de midi.

Si beaucoup de chercheurs s’intéressent a I'appétit et a I'étude des parameétres pouvant aider a
mieux le controler, c’est le plus souvent dans I'objectif de parvenir a induire chez des individus une
diminution de I'énergie ingérée. Ainsi, méme si les données subjectives et physiologiques sont trés
informatives, ce sont les résultats sur l'ingestion d’énergie des sujets ayant suivi une période de
fractionnement, qui constituent le véritable élément permettant de conclure sur [Ieffet
potentiellement bénéfique du fractionnement sur I'appétit. Malheureusement, les consommations
alimentaires ne sont pas systématiquement mesurées dans ce type d’études, ce qui est souvent
présenté par les auteurs comme une faiblesse dans leur protocole (Jackson et al., 2007; Munsters et
al., 2012). En outre, quand ces consommations sont mesurées en situation expérimentale, aucune
attention particuliere n’est apportée, le plus souvent, au type de repas offert et au caractére
écologique de ce repas. Par ailleurs, le comportement alimentaire se limite généralement a la
mesure unique de la quantité totale d’énergie ingérée. Dans notre étude, nous avons mis en
évidence, dans un contexte écologique de restauration, avec un repas ad libitum permettant aux
sujets de faire des choix parmi une variété d’aliments appréciés, que le fractionnement alimentaire
induisait une diminution des quantités (en grammes) d’aliments consommés a la fois chez les sujets
obeéses et ceux de poids normal. Ces résultats vont dans le sens des résultats que nous avons obtenus
avec les approches subjectives et physiologiques. En revanche, si I'on considére non plus la quantité
d’aliments consommeés en grammes, mais la quantité d’énergie ingérée en kcal (qui constitue le
premier parametre d’intérét dans notre questionnement sur les liens entre fractionnement
alimentaire et balance énergétique), nous avons trouvé une différence fondamentale entre sujets de

poids normal et obéses. Alors que les sujets de poids normal ont logiquement (a la vue des

résultats précédents) diminué leur apport énergétique au repas de midi, suite a un fractionnement

alimentaire dans la matinée, aucune différence n’a été mise en évidence chez les sujets obeéses.

Une analyse plus approfondie du comportement alimentaire au cours du repas nous indique que
cette diminution de I'énergie ingérée chez les sujets de poids normal s’explique par une baisse des
apports en lipides, et que c’est dans le dernier quart du repas que ces apports en lipides ont été
diminués. En d’autres termes, aprés un petit déjeuner fractionné, les sujets de poids normal ont

diminué leur consommation d’aliments gras a la fin du repas de midi, les apports pendant les trois
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premiers quarts (temporels) de ce méme repas ont, eux, été identiques entre conditions. L’analyse
du repas de midi chez les sujets obeses révele que I'apport en énergie provenant des aliments de
faible densité énergétique, a été diminué apres le petit déjeuner fractionné. Ceci explique la
discordance observée chez les obeses, entre les résultats sur la quantité d’aliments consommeés en
grammes et ceux sur la quantité d’énergie ingérée en kcal. Au-dela du résultat concernant I’effet du
fractionnement sur la prise alimentaire suivante, ces données mettent en évidence que, chez les
sujets obéses, des différences de niveaux de faim avant les repas n’ont pas engendré de différence
dans I'énergie ingérée au cours de ces mémes repas. Ceci pourrait s’expliquer par une diminution de
la sensibilité aux calories ingérées du systeme de régulation de 'appétit des obeses, alors que la
sensibilité au volume ingéré ne semble pas étre altérée. Cette hypothese mériterait d’étre testée par
la mise en place d’un protocole expérimental spécifique, afin de comprendre les mécanismes
pouvant étre impliqués dans ce dysfonctionnement.

Nos résultats sur I'effet du fractionnement sur I'énergie ingérée au repas suivant, confirment les
données précédemment rapportées chez des sujets de poids normal (Speechly et al., 1999b; Leahy et
al., 2000) (cf. Fig. 18A). En revanche, les résultats obtenus chez les sujets obeses vont a I’encontre de
ceux de Speechly et al. (1999a) (cf. Fig 18B). Comme déja discuté précédemment, nous attribuons ces
discordances aux types différents de repas utilisés dans les deux études. Dans |’étude de Speechly et
al., avec un seul item alimentaire, le fractionnement alimentaire a eu un effet positif sur I'énergie
ingérée au repas suivant; en revanche, dans notre étude, lorsque les sujets obeses étaient en

présence d’aliments variés, ils n’ont pas montré la méme capacité a réduire leur apport énergétique.

A la lumiére de I'ensemble de nos résultats sur I'appétit, nous concluons que le fractionnement
alimentaire pourrait étre une stratégie adaptée a des individus de poids normal dans I'optique de
mieux controler leur appétit. En revanche, cette méme stratégie ne semble pas adaptée pour des

personnes obéses qui souhaiteraient diminuer leurs apports énergétiques.

10.2 Fractionnement alimentaire et métabolisme : un effet délétere a long
terme ?

Notre objectif était d’aller plus loin que I'évaluation de I'effet du fractionnement alimentaire sur
I"appétit, en considérant également son impact sur I'autre versant de la balance énergétique, via la
mesure de la thermogénése induite pas I'alimentation, ou encore sur des paramétres métaboliques,
comme les cinétiques glycémiques et insuliniques, ou la facon dont les substrats énergétiques

étaient utilisés.
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Etant donnée la dérégulation métabolique dont peuvent souffrir les sujets obéses, nous pensions
mettre en évidence des différences dans I'effet du fractionnement sur les parametres métaboliques,
entre sujets de poids normal et obéses. Nos résultats n’ont pas montré de différence entre les deux
groupes de sujets ou d’effet plus marqué du fractionnement alimentaire chez les sujets obéses,
comme nous aurions pu I'attendre. Une explication pourrait résider dans les critéres de sélection de
notre échantillon. En effet, les sujets obéses qui ont participé a notre étude étaient des sujets jeunes
(entre 20 et 40 ans, age moyen = 28,6 = 1,5 ans) présentant une obésité modérée (entre 30 et 35
kg/m?, IMC moyen = 31,9 + 0,4 kg/m?), avec une glycémie, une cholestérolémie totale et une
triglycéridémie a jeun normales. Mise a part des concentrations plasmatiques d’insuline plus élevées,
ces sujets ne présentaient pas de troubles métaboliques tres marqués. Il serait pertinent de réaliser
une étude avec des sujets plus dgés et/ou présentant une obésité plus avancée, afin d’évaluer les
effets métaboliques du fractionnement alimentaire dans une population avec des dérégulations

métaboliques plus importantes.

Dans les deux groupes de sujets, nous avons montré que le fractionnement alimentaire était

responsable d’un aplatissement des cinétiques glycémiques et insuliniques, a 'image des résultats

de la littérature, comme ceux de Jenkins et al. (1990) (cf. Fig. 15), ceux plus récents de Solomon et al.
(2008) (cf. Fig. 16) ou encore ceux de Holmstrup et al. (2010). En fonction des protocoles et des
périodes d’études considérées, ces cinétiques différentes se sont traduites dans la littérature par des
différences dans les aires sous la courbe (Jenkins et al., 1992; Jones et al., 1993) ou pas de différence
(Solomon et al., 2008). Mais toutes les études convergent vers le fait que le fractionnement
alimentaire induit une perte du jelne inter-prandial, avec des glycémies et des insulinémies qui
restent de facon prolongée au-dessus de leur niveau basal. Nous n’avons pas trouvé de différence
dans les aires sous la courbe pour les cinétiques glycémiques, alors que les aires sous la courbe pour
I'insuline étaient diminuées en condition fractionnée F4, a la fois chez les sujets obeses et ceux de
poids normal. Comme l'insuline inhibe la lipolyse et promeut la lipogenése, cette diminution nette de
la production d’insuline a été supposée favoriser I'utilisation des lipides plutot que leur stockage (Ma

et al., 2003; Danone Vitapole, 2004). Dans nos travaux, nous avons montré que le fractionnement

alimentaire induisait des aires sous la courbe diminuées pour les acides gras non estérifiés, ce qui

reflete une diminution de la lipolyse et qui va a I'encontre de I'hypothése précédente. Comme

proposé dans une étude récente (Munsters et al., 2012), nous faisons I’hypothése que la cinétique
insulinémique pourrait étre plus importante que la production nette d’insuline, et que la perte de
I’état de jeQine inter-prandial, caractérisé par des concentrations d’insuline au-dessus de leur niveau

basal, serait a I'origine d’une inhibition de la lipolyse en condition de fractionnement alimentaire.
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Cette prise en compte, soit de la production nette d’insuline, soit de la cinétique insulinémique
associée a la perte du jelQine inter-prandial, entraine des conclusions et hypothéses opposées selon
les auteurs. Certains (Danone Vitapole, 2004) considérent que I'oxydation lipidique serait favorisée
par la consommation plus fréquente d’aliments, alors que d’autres font I’hypothese inverse
(Munsters et al., 2012): une consommation de trois repas par jour (vs. un fractionnement
alimentaire) donnerait I'opportunité a I'organisme de prolonger les périodes de jeline inter-prandial,
et ainsi d’augmenter I'oxydation lipidique. Nous n’avons pas observé de différences dans les
oxydations lipidiques et glucidiques dans notre étude, ni chez les sujets de poids normal, ni chez les
sujets obéses. Néanmoins, nous pensons que I’hypothése de Munsters et al. (2012) doit étre testée
sur une période plus longue et/ou chez des sujets plus dgés ou présentant une obésité plus sévere
gue dans nos travaux, ou chez des sujets diabétiques. En effet, ce type de sujets présente une
flexibilité métabolique plus réduite, c’est-a-dire une capacité diminuée a passer de |'utilisation d’un
type de substrat a un autre, et pourrait avoir plus de difficultés a s’adapter a une augmentation de la

fréquence des prises alimentaires (Munsters et al., 2012).

Nous avons démontré dans notre étude une diminution de la thermogénése induite par

I'alimentation en réponse a un fractionnement alimentaire. En d’autres termes, I'énergie dépensée

en réponse a I'ingestion du méme petit déjeuner a été plus importante lorsque ce petit déjeuner a
été consommé en une prise, que lorsque celui-ci a été fractionné en quatre prises durant la matinée.
Ceci a été montré a la fois chez les sujets de poids normal et chez les sujets obéses. Nos résultats
sont en ligne avec ceux de Tai et al. (1991) qui ont comparé la thermogénése alimentaire induite par
I'ingestion d’'une méme portion alimentaire en 1 vs. 6 prises sur une période de cing heures.
Cependant, la littérature n’est pas unanime sur cette question (LeBlanc et al., 1993). Nous pensons
gu’une évaluation de la thermogénése induite par I'alimentation est nécessaire sur une plus longue
période (24h), a I'image des travaux de Smeets et al. (2008a) qui ont comparé la thermogénese
induite par I'ingestion d’'une méme portion en 2 vs. 3 prises alimentaires et n’ont pas montré de
différence. Ce type d’études doit étre encouragé en proposant une fréquence plus élevée de prises
alimentaires, Smeets et al. ayant évalué I'effet d’'une période de jeline augmentée et non d’une perte
du jelne inter-prandial. Méme si |'effet que nous avons mis en évidence n’est pas d’une grande
amplitude et ne permet pas de conclure, par lui-méme, a un effet délétére du fractionnement
alimentaire, il convient de mettre en garde sur cette diminution de la dépense énergétique qui

pourrait favoriser la prise de poids sur de longues périodes.

A la lumiére de nos résultats, nous concluons a une absence d’effet bénéfique du fractionnement

alimentaire sur les parameétres métaboliques mesurés. Méme si nous avons montré une
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diminution de la quantité d’insuline secrétée suite au fractionnement, nous faisons I’hypothése
que la cinétique insulinémique induite par des prises alimentaires plus fréquentes, qui témoigne
d’'une absence de jelne inter-prandial, peut s’avérer délétere a long terme, en orientant
I'organisme vers des voies métaboliques favorisant le stockage des lipides, plutét que leur
utilisation. La diminution de la dépense énergétique également observée en situation de
fractionnement alimentaire, nous incite a mettre en garde sur le potentiel effet négatif a long

terme du fractionnement alimentaire sur les paramétres métaboliques.

10.3 Bilan général, implications et perspectives

A I'heure du bilan, nous souhaitons répondre principalement a deux questions. La premiére est la

suivante :

« Le fractionnement alimentaire est-il a conseiller dans une perspective de perte de poids, voire de

maintien du poids corporel ? »

A la vue de I'ensemble de nos résultats, sur I'appétit et le métabolisme, nous considérons que
fractionner son alimentation n’est pas une bonne stratégie chez les personnes obéses pour perdre
du poids. En effet, nous n’avons pas mis en évidence d’effet positif du fractionnement sur la quantité
d’énergie ingérée, et nous avons montré des effets n’allant pas dans un sens bénéfique sur la
dépense énergétique et sur I'orientation métabolique induite par le fractionnement alimentaire. Ces
effets méritent une exploration a plus long terme, mais notre étude qui est informative sur I'impact
« en aigu » du fractionnement ne laisse pas présager de bénéfice sur une plus longue période.

Notre conclusion chez des sujets de poids normal sera plus nuancée. En effet, malgré les mémes
interrogations sur le plan métabolique que chez les obéses, le fractionnement alimentaire peut étre
une stratégie adéquate chez des personnes de poids normal dans I'optique d’un meilleur contrdle de
I"appétit. Nous avons mis en évidence un effet du fractionnement alimentaire sur les consommations
au repas suivant et particulierement en fin de repas. Aussi, fractionner ses prises alimentaires peut
étre conseillé chez des personnes qui ont du mal a limiter leurs apports énergétiques au cours des
repas, en particulier provenant des aliments gras consommés a la fin des repas (type fromage ou
patisseries). L'effet négatif du fractionnement sur la dépense énergétique (via la thermogénése
induite par I'alimentation) est de niveau moindre que l'effet positif sur les apports énergétiques.
L’étude des effets a long terme reste nécessaire pour éclairer I'impact du fractionnement sur les

orientations métaboliques.
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La deuxieme question se situe dans un contexte plus large et en dehors de toute stratégie de perte

de poids :

«_Que nous apprend notre étude sur les effets de I'augmentation de la fréquence des prises

alimentaires, observée récemment dans les sociétés occidentales ? »

Notre protocole n’a pas été concu pour évaluer a proprement parler I'effet du grignotage ou du
snacking (considéré ici dans le sens de prises alimentaires en dehors des repas planifiés) sur la santé.
En effet, dans notre étude, la ration nutritionnelle, le nombre et I’horaire des prises alimentaires
étaient fixés par le protocole, alors que dans la vie quotidienne une personne qui grignote n’a pas ces
contraintes et va le plus souvent réaliser des choix alimentaires dirigés plutot vers des aliments de
haute densité énergétique (Bellisle, 1995; de Graaf, 2006). Indépendamment de la séquence
temporelle de ces prises alimentaires hors repas, ces choix tournés vers des aliments denses en
énergie ont été montrés comme étant potentiellement déléteres et responsables d’une balance
énergétique positive (Bellisle, 1995; Louis-Sylvestre, 2000; de Graaf, 2006). Notre étude nous
renseigne sur les effets du grignotage, indépendamment de ces choix alimentaires particuliers. En
d’autres termes, indépendamment de ce qui est consommé, quels sont les effets de manger
fréqguemment sans respecter une période de jelne entre les repas? Nous avons démontré,
indépendamment des choix alimentaires hors repas, que le fait de ne pas respecter de période de
jedine inter-prandial, pouvait avoir un effet métabolique délétere a la fois chez des sujets de poids
normal et chez des sujets obéses. Concernant les effets positifs sur I'appétit que nous avons observé,
uniquement chez des sujets de poids normal, il est fort probable qu’en situation non controlée, les
choix alimentaires hautement énergétiques souvent observés hors repas, aient plus d’'impact sur la
balance énergétique totale que le bénéfice sur I'énergie ingérée au cours des repas. Des protocoles
spécifiques devront étre mis en place pour tester cette hypothese. Néanmoins, ’ensemble de nos
résultats et I’état actuel des connaissances nous incitent a déconseiller fortement aux personnes
obéses les prises alimentaires hors repas. Chez les personnes de poids normal, si un
fractionnement alimentaire contr6lé peut étre conseillé pour mieux gérer son appétit au moment
des repas, nous déconseillons la consommation de prises alimentaires hors-repas, si celle-ci n’est
pas accompagnée d’une volonté particuliere de controler la taille et le contenu de ces prises (cette
volonté n’était pas présente chez nos sujets, mais ce contrdle était induit par la conception méme de

notre protocole).
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Il existe un large public a la recherche de stratégies permettant de mieux gérer son appétit, soit dans
I'optique de perdre du poids, soit dans celle de résister plus facilement aux tentations alimentaires,
afin de ne pas prendre de poids (Halford et al., 2012). L'industrie alimentaire, toujours a la recherche
de nouveaux marchés, I'a bien compris et la quantité de produits alimentaires mise sur le marché
pour aider a mieux gérer son appétit et son poids est en tres forte augmentation ces derniéres
années (Halford et al., 2012). La question de l'utilité et de I'efficacité de tels produits alimentaires et
des allégations santé qui leur sont associées est actuellement sujette a débat dans la communauté
scientifique (Booth et al., 2010; Bellisle et al., 2011; Booth et al., 2011; de Graaf, 2011; Mela, 2011;
Smeets et al., 2011) et la nouvelle réglementation pour I'autorisation de ces allégations en Europe
est aussi en grand chantier (Gilsenan, 2011; Halford et al., 2012) ; la question des méthodologies
utilisées pour mettre en évidence les effets de produits spécifiques sur le contrdle de I'appétit, fait
partie des éléments centraux de cette refonte (Halford et al., 2012). Ce travail de thése constitue un
apport méthodologique conséquent dans cette optique d’évaluer et de valider les effets sur 'appétit
de produits alimentaires, avant leur mise sur le marché par I'industrie. Par ailleurs, nos résultats sur
I'effet du fractionnement alimentaire sur 'appétit pourraient également étre le point de départ
d’une conception de produits alimentaires innovants. On pourrait par exemple imaginer un systeme
de « boites compartimentées » proposant des solutions prétes a I'emploi pour des personnes de
poids normal qui souhaiteraient fractionner leur alimentation dans I'objectif de mieux controler leur

appétit.

En plus des perspectives méthodologiques déja proposées dans le chapitre précédent, nous pouvons
ajouter le besoin d’évaluer les effets du fractionnement alimentaire sur une plus longue période. Une
durée de 24h minimum, répétée a plusieurs reprises, serait a préconiser, afin d’évaluer plus
précisément que dans notre protocole la persistance de l'effet sur une journée, ainsi que sa
répétabilité. De plus, étant donnés nos résultats concernant I’effet du fractionnement sur le contréle
de 'appétit chez le sujet mince, il serait pertinent, en perspective, de considérer un groupe de sujets,
de poids normal, mais chez qui la préoccupation de ne pas prendre de poids est importante, par
exemple, des sujets féminins présentant une restriction cognitive. Nous avons également déja
évoqué que le rythme habituel de consommation des sujets, pouvait jouer un role important sur les
résultats comportementaux (Westerterp-Plantenga et al., 1994) ou physiologiques (Chapelot et al.,
2006) observés en réponse a une manipulation expérimentale de la fréquence des prises
alimentaires. Aussi, alors que nos sujets étaient tous des consommateurs habituels de 3 ou 4 prises
alimentaires quotidiennes, nous proposons d’évaluer les effets d’une modification de la fréquence
des prises alimentaires chez des personnes habituées a consommer 6 prises minimum par jour. Il

pourrait étre intéressant par exemple de cibler une population particuliére, de culture différente de
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la culture francaise, habituée a manger fréquemment dans la journée. Une population de culture
chinoise pourrait, par exemple, étre intéressante a étudier. Chiva (1997) rapportait que, quand cela
est (financierement) possible, dans la culture chinoise, les personnes mangent, en dehors des repas
structurés, a n’importe quelle heure du jour ou de la nuit, en fonction de leurs besoins et sans
aucune norme. Les réponses physiologiques, subjectives et comportementales d’'une modification
des rythmes alimentaires dans une population de ce type seraient particulierement informatives sur

I’effet d’une fréquence élevée des prises alimentaires sur une longue période.

Notre travail de these s’inscrit en réponse au besoin exprimé par la communauté scientifique de
mettre en place des études controlées pour mieux comprendre les effets de la fréquence des prises
alimentaires sur la santé (Mattson, 2005). Nous avons évalué les effets a court terme, chez le sujet de
poids normal et chez le sujet obese, d’'une augmentation isocalorique de la fréquence des prises
alimentaires. Nos résultats constituent un apport conséquent dans la compréhension de I'impact de
la modification des rythmes alimentaires et des stratégies utilisant la modulation de la fréquence des
repas comme outil pour mieux contréler son poids. En perspective, il semblerait pertinent de
considérer plus largement les aspects temporels de la prise alimentaire, en prenant en compte deux
autres facteurs, liés au facteur fréquence, a savoir la régularité des prises alimentaires, ainsi que le
moment de la journée a laquelle celles-ci sont effectuées. Farshchi et al. (2004a; 2004b; 2005)
avaient mis en évidence des effets potentiellement déléteres d’une irrégularité des rythmes
alimentaires. Plus de travaux sont nécessaires afin de comprendre les effets de la dé-concentration
et de la dés-implantation de I'alimentation (Herpin, 1988). Par ailleurs, une étude plus globale des
effets de la distribution circadienne des prises alimentaires est a privilégier. Les enquétes
alimentaires effectuées aupres de sujets de poids normal et de sujets obéses montrent de facon
consistante que les personnes obéses ont tendance a manger moins le matin que les personnes de
poids normal, et a manger plus dans I'aprés-midi et la soirée (Bellisle, 2004). Ces éléments incitent a
privilégier les prises alimentaires matinales, ce qui va dans le sens des recommandations incitant a la
prise d’un petit déjeuner, qui aurait un impact bénéfique sur la satiété, la qualité globale de
I’alimentation, ou encore les performances intellectuelles et I'état psychologique (Lecerf et al., 2011).
Malgré ces quelques données, I'impact du rythme circadien des prises alimentaires sur la balance
énergétique et la santé reste un volet de nos comportements alimentaires trés peu exploré et

méritant une attention toute particuliére dans des études futures (Ekmekcioglu et al., 2011).
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PARTIE D - Discussion générale

Nos comportements alimentaires, tout comme les prévalences d’obésité, évoluent rapidement, et la
nécessité de comprendre les liens existant entre les deux est primordiale. Offrir des stratégies aux
personnes de poids normal pour mieux contrdler leur appétit afin de garder un poids stable, ou aux
personnes en surpoids ou obéses pour favoriser la perte de poids, est également une priorité. Par
ailleurs, étant donnée la complexité des comportements alimentaires humains et la diversité des
parameétres ayant un impact sur le controle de I'appétit, nous encourageons, dans la lignée des
propositions de Koster (2009), des approches multidisciplinaires, des échanges méthodologiques
entre les différentes disciplines et tout particulierement le développement de méthodologies
d’étude écologiques afin d’obtenir des résultats expérimentaux qui soient extrapolables au monde

réel.
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Annexe 1 : Dutch Eating Behavior Questionnaire (DEBQ)

Questionnaire Néerlandais de T, Van Strien © Swets & Leitlinger bov,, Lisse

Vous trouverez dans les pages qui suivent un certain nombre de guestions
concemant vos habitudes alimentaires. Lisez attentivemnznt chague question et mamquez
dune croix la case correspondant 4 la réponse que vous considérez comme la meilleure.
Wous ne devez donner qu'une seule réponse par question. Votre premiére impression est

suvent la meilleure, ne vousattardez done pas trop longtemps sur chaque question.

1 Qusnd wous Stes irritd (&), avezsyous envie de manger ?
Jamsis

Raremeni

Parfinis

Spuvent

Trés sauvend

Jane suis jamais irritd] &)

2,51 vous trouvez un plal savoursus, en mengEeyous plus que d hahitude ?
Jarisis

FBanamsent

Parfinis

Sruvent

Trés souvent

aooaaoai

D

3. Avezevous envie de manger lorsque vous n'avez rien & faire 7
€ Jamais

Rarement

Parfois

Souvent

Trés souvent

Jaitogjours quelque chose & faire

200000

4. Quand vous avez pris un peu de poids, mangezevous moins que d habitude ?

a Jamais
o Rarement
a Parfois
=) Souvent
2 Trés souvent
(w ] Je ne prends jamais de poids
S.Av envie de manger lonque vous &ies déprimé (¢) oudécouragé (¢)?
a Jamais
0 Rarement
0 Parfois
o Souvent
(=) Trés souvent
(=) Je ne suis jamais déprimé (¢) ou découragé (¢)
6. Si un plat vous parait appétissant par son odeur ou son aspect, en mengezevous plus que d'hadbitude ?
0 Jemais
0 Rarement
() Parfois
(=) Souvent
= | Trés souvent
7. Vous arrive teil de refuser dela nourriture ou des boissons que I'm vous offre parce que vous voulez faire
aention & votre poids 7
(=) Jamais
0 Rarement
(=) Parfois
0 Souvent

2 Trés souvent

8. Avezsvous envie de manger lorque vous vous sentez seul (e)?

2 Jamais

(=) Rarement

(= | Parfois

o Souvent

0 Trés souvent

(=) Je ne me sens jamais seul (¢)
9. Quand vous voyez ou vous sentez queljue chose d appétissant, I"envie vous prendeelle de manger ?

0 Jamais

(= | Rarement

=) Perfois

() Souvent

0 Trés souvent
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10. Quand vous vous sentex abandonné (¢), aver-vous envie de manger?
Jemizis

Rarement

Parfais

Souvent

Trés souvent

Ja na me d2ns jamais shandanné {2)

OO0

11. Aux repas, ssssyerayius de manger mains que o2 qus vous duriez envie de manger 7

m | Jarais

m | Rarement

m | Parfiads

o Souvent

m | Trés souven

12, %1 wvous disposer de qualjue chose d ‘spéissant, le mangeravous immddislement ?
Jarris

Rarement

Parfiais

Suvent

Trrés souvent

AN R RN P

13, Quand vous Stes [Echd (&), avezevous envie de manger 7
Jaorais

ooooon
i
=
]

Ja iz suis jamais Eehe (=)

14, Survei lezeyous axaciemenl o2 que vous mangez 7
Jarris

RarémeEnt

Parfiais

Sauvent

Trés souvent

AN BN N P

15, Lordgque vous pasier deyvanl une boulngeria, I"envie vous prend-dls d‘acheter qualquea chose
d'appétisant 7

15, Lordgque qualjus chode de déessprashle vous sttend, svezoyous envia de manger 7

Jarais

QOO O0E oo

oo
T
&

18, Lorsgque vous viyez d "sutres personnes manger, I"anvie vous prendealle de manger dgalement 7
Jaorais

RarémeEnt

Parfiis

Sauvent

Trés souvent

n

a
a
a
a
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19, Cuand vous avez rop mangs, mangezeyous moms 1 landeman que A habiuda ?

Jarais

Rarament

Parfiads

Suveni

Trés suvenl

Ja na mEngs jEmEis inap

L D

2. Avezeyous snvie de manger rique vous Stes mguisl (=), sousiem{euse) ou lendu (=) 7
Jemiais
Rarement
Parfiais
Sruvent
Trrés souvent

Ja iz suis jamais mguisl (=), sousieus (euse) au lEndu (=)

W u u EIEIE

21. Pouvez=vous résister & des nourritunes délicieuses 7
Jarais
Rarament
Parfiads
Suveni
Trés suvenl
22, Man dus valonlairement un pay mans pouT ne pas grasdir ?
Jarais
Rarament
Parfiads
Souvent
Trés suvenl

uuuqu L O

23, Cuand qualque chose vous contrarie ou ne s2 déroules pas commevous e souhaitiez, syvezavoms enviada
meEnger 7
Jamais
m Rarement
m Parfiais
m Souvent
m Trés sauvent

24. %1 vous passer devanl un snack-har ou un cal#, avez«yous envie d entrer prendre qualque chode de ban ?
m Jemizis
m Rarement
a Parfirid
m Souvent
m Trés sauvent

25, Lorsque vous S1es dnervd (2], ayez.vous envie de manger 7
Jaorais

Rarément

Parfais

Sauvent

Trés souveni

Ja n# suis jamais dnaryé (&)

26, Eaax = n= pas mEnger anine o8 s parcs que vous surveillez wolne paids 7
Jaorais

Rarément

Parfiais

Sauvent

Trés souveni

uuuuug [
(=3
E
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27. MangEzavaus plus qua d "hahituds an veyant d'sulres gens manger 7
Jamsis

Raremeni

Parfinis

Souven

Tréss suven

O D

28, Avez-yous envie de manger quand vous vous ennuyez ou quand vous ne lenez pas en place 7
Jamis

Raaremeni

Parfiais

Souven

Tréss suven

JanemeEnnuis jamEs ouje sus loujours calme

la snirde, sssayer-yvaus de ne pas manger pares que vous suneillez valne paids 7
Jamaig
Raremeni
Parfais
Suven
Trés ssuvent

=
g
aoooof oooooo

3. Quand vous S=s anxisux (suse), svez-vousenviede menger 7
Jaraig

Raremeni

Parfiais

Souvend

Tréss shuvent

Je iz 501 jamEls anxieux {=use)

LD Dy i o

31. Lomsque vious manger, bensz-vous compie de volne poids ?

Jamiis
0 Raremen
a Parfinis
| Eruvent
m | Trré sauveni

32 Larsgque vious Stes décu (2], sveravous envie de manger 7
Jarrii s

Raramen

Parfiais

Souvent

Tres s0uveni

Ja i g0 jamais décu (&)

A Lh L

33, (uand vous prépaémer un répas, dyvézevous lendinos & men gér quekjue chasea ?
Jamiis

Rarement

Parfiais

Souven

Tréss stuven

[ |
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Annexe 2 : Three-Factor Eating Questionnaire (TFEQ)

Premiére partie : pour chague affirmation, choisissez "une des deux propositions

Wrai/Faux et entourez l2 W ou lz F. Si une mrtie de "affirmation est fausse, il faut

considérer que I"ensemble est fawx et choisir la proposition F.

1. Lorsque je sens 'odeur d'un s1sak en train de cuire au que j& vois un monossy de
visnde hisn juten, il m et irds difficile deme retenir de manger, mémea s j2 viens
uste de terminer un repas.

2l mange én général trop lordgque j& s0m8 en groupe, comme par exemple dins des
Eoeptom gu dés pryussmigues.,

3. 1'ad hahitwellement el lement fiim quaje mange plus de 3 fois par jour.

4. Une fois que j'ai mangé me raion de calories, je parviens habitwsllement
fucri lamient & ne plus menger.

5. Suivre un régime m'est di ficile pour ks simple & bonne raison que cels me donne
trap faim.

6. )& me sers, da&lihérdment des petites portions pour pouvadr contriler mon podds.

7. Parfinis, &8 que j& mange &1 & ban, que j& contimue & manger mEme & jen’s plus
faim.

8. Comme j"&i souvent faim, je souhaitemis parfois, pendant que je mange, qu'un
qécialiste me dise que j'ai ssser meng® ou que je peux encore mEnger queljue
chaaa,

9. Qusnd jo me sens inguiet (2), "2l endance & manger.

1. L& vie &1 traop courte pour 38 douciar da rdgima,

11. Comme man poids monie & descend, il m*s1 arivé plus d'une fois de fxire un
gl amigrissant.

12. 1l souvent 51 faim qu'il fau alors & wul prix que je mange.

13. Lorsque je suis en compapnie de gquelqu’un qui menge op, j&@ maEnge
hahimellement rop, mod aussi.

14. 1"&i un# ssiér honn2 idée du nombre de caloried conténues dans lss aliments
@uranis.

15. Parfois, quand je commencs & manger, j& ne peux plus m arnéter .

16, 1] me m'est pas difficils de lasser qualque chode dens man sssisite.

17. A certsing mmsenis de la journds, j& commencs & svair fam parce que & pris
"habitudea da manger & o8 moment 14,

14, Larsque jesuts su rdgime, 41 je mangequelque chose qui ne m's1 pas sutarisd,
& miEnge valontai rement moins pendani un esrlain temps pour me ratiraper.

19, Lea fait d'8tre en compagnie de quelqu'un qui mange me danne sauvent
suffisammeent Fam pour que je mange 2uisd.

2. Quand &l le caferd, il m'arrive souvent de manger tragp.

21. Manger il un plasir trop grand pour que je le giche en comptint les calories au
en survetllan man poids.

22, Lorsque j& vais un plal particuli#rement savoureu, j& me mes souvenl & avair
i faim guil faut absolument que je mange o de suite,

23, Je m'amdesouvent de manger sans Stre complétemen rassasid (2], pour limiter
délibérément la quantit d"aliments que je mange.

24 1"ai tellement faim gue | & souvent I'impression que mon &$10mss S51 COmme un
e

25, Maon podds n'a pratiquemanl pas changs oo dix dernidres anndss,

2. Comme j'ai wujours Faim, il m'est difficile daréter de momger svant o ‘svair
fini mion sssisite

27, Cuand je me dens s2ul &), j& me consale en maEngasni.

28, J& me retiend valontlairement de maEnger péndant &8 répss pour né pas préndre
da paida.

29 Je me mets parfols & avair trés faim, tand 1e sair ou pendant 12 nuit.

3. Je mange o8 que j& veus, quand je le veux.

31. %ans méme y penser, jo prends hesusoup de lemps pour mEnger.

Je comple délibérdment & cailories pour contndlér man poids.

Je ne mange pas cerlaing siment paroe qu'ils me fonl gresadr.

1*ai voujours. suffisamment fxim pour menger n'imparie quand.

Bowob e

Je Futs irds aliEntion sux changements de ma silhoustis,

¥F

¥F
VF

VF

VF
¥F

¥F

VF
¥F
VF

WF
WF

WF

WF
VF
VF

VF

VF

WF
WEF

WEF

WF

WF

VF
WF

VF
VF

VF
VF
WF
WF
WEF
WF
WEF
WEF

34. Lorsque je sult su régime, 31 & menge un aliment qui ne m'ss) pes aulorisd, il
marrive alors souvent de “m empiffrer™ @ jo meange slors d'suires sliments riches

en calaries. VF

Deuxigme partie : pour chacune des questions suivantes, entourez le numéro de la

wpanse gui vouscomespond le micux.

37. A quelle fréquence faiies-yvous un régime dilihérémen pour contriiler voire poids 7
mrament parfoss 12 plupant du temps  lgujours
1 2 3 4

34, Une variation de poids de 2.5 kg modifierait-=le vatre fagon de vivee 7

s du sl |&mrdréman Ty EnnEmEn ] besucaup
1 2 3 4
39, A gquelle fréquences avez-yous feim 7
Fulement 2u quui:i enlra douvenl nire presgque
mroimenl dés nepas les repass less repaas ujours
1 2 3 4

&), Le Bt que vous vous sentiez coupahle de trap manger vous aide-til & sontriler votre alimentstion ?
jamais rarement sguvent Tujours

1 2 3 4

41, A quel painl vous seraited]l difficile de vous aréter de manger 2o miliey du répas e de ne pas manger
pencdant les 4 heures suivantes 7 Ca (ne) serai @

ahialument pas quakjue peu EyEnnamEnl Lrdsg
difficile difficile difficile difficile
1 2 3 4
42, A qual painl Slesevous comicient de o2 que vous mEngez 7
s du ot légdrament mayennemenl  ExindmEment
1 2 3 4

43 A gquelle fréquence dvitez-vaus de flacker chez vous des sliments Lentanis 7

presgue jamais ranement la plupart PrEque
du temps 1aujgurs
1 2 3 4

44, Duznd vauws faites las courgss, sver-yous tendances & scheter des slimems “hessescalories™?
s du sl un péu Iy EnnEmEn ] besucaup
1

45, Mangezevous raisonnghlement en présence d'aulres pens @ vous “empiffrezoous”™ quand vous Ses
seul (&) ?
JEmis rarément sguvent tlu_'iuum

1 2 3 4

45, Avezevous 1endance & manger délibérément lememeant dens 12 bul de menger mains ?
s du laut un peu My EnnemEnl hesusoup
1 2

47, A gquelle fréquences vous pidser-vous de desen parce que vous n'aves plus fam?

presgue jamais ranement aumains 1 fods presque Lous
AT SEmiking less jours
1 2 3 4

4K, Aver-vous tendance & manger délibérdmen moms que vous 12 voulaz ?

s du sl un peu T EnnEmEn | besucoup
1 2 3 4
9. Vious arrivesl=il de vaus “ginfrer™, méme i vous n'svez pas fxim ?
jamis rarement parfuis u mioving une fais
AT SEmEing
1 2 3 4

501 Sur une dchalle de 0 4 5, od 0 signifie “pas de restiction de |"slimentation™ ('est-dedire, vous menges cs
que vous voulez, quand vous le voules) @ o0 § signifie “restriction totale™ (c'estededine, vous Hmitez

amtinuallement vatre alimentstion sand jamads “craquer™), quel chiffre vous correspond le misux 7

Wous mEngez o2 que vaus voulez, quand vous e vauler 0
Wous manger habiluellemenl o2 que vous voulez, quand vous e voulez 1
Wous mEnger souven! o que vous voulez, quand vous e voulez 2
Weous lHmoler souvent valre alimentiaian, mas vous “cragquez” sauvent 3

Wous limmez habitusllement votre alimenlation & vous “éraquez” rarement
Vous lmiter constammen volre alimentstion & vous ne “craquer™ jamais

4
5

51. Dans guelle mesure | "aifinmation suivante déerit-slle votre compartement slimentsine ?

“Je mie mils &u regime le mistin, mais en radon des dvinement de la journde, quand srrive 12 soirds, | &l

shandanné el je mange oo que je veux, loul en me prametan de recommencer 1e régime le lend emain ™

cala ne me oala me calamedéerit osla me déerit
meiemhble pas  resemble peu &3sez hien parfailement
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Annexe 3 : Trame pour les enquétes alimentaires (pour 1 journée)

RELEVE ALIMENTAIRE
Date 1, date 2, date 3

Conseils pour remplir ce relevé alimentaire

Ce relevé alimentaire vise a connaitre vos habitudes alimentaires et
NON PAS A LES MODIFIER.

Vous devez le remplir sur 3 journées complétes (2 jours de semaine et 1 jour de
week-end).

Vous le remplirez AU JOUR LE JOUR, en respectant au mieux les consignes
suivantes :

POUR CHAQUE PRISE ALIMENTAIRE

-détailler le plus possible les aliments,
ex : viande : noter quelle viande: escalope de veau, cuisse de poulet, etc.....
ex : lait : entier, demi-écrémé, écrémé

-détailler les modes de cuisson
e poéle, grill, four,
* type de matiére grasse utilisée ou assaisonnement (qualité et quantité).

-évaluer les quantités :

* mesurer la contenance des bols, verres,... avec un verre mesureur,

* préciser en cuillere a soupe ou a café, notamment les quantités de matieres
grasses utilisées,

* mesurer les parts de pain en les évaluant a partir d'une baguette ou d’'une flate
(exemple : 1/4 de baguette, une tranche de flQte, etc....)

* préciser le nombre de cuilléres a soupe rases, bombées consommées pour les
préparations qui s'y prétent.

Il est possible d’utiliser une balance ménagere et de tenir compte des quantités
exprimées sur les emballages de certains aliments (poids net égoutte).

-préciser I'horaire de chaque prise alimentaire,

-préciser les marques des aliments chaque fois que possible.

A la fin, le relevé alimentaire sera contrdlé lors d'un entretien diététique pour vérifier
s'il est correctement rempli.
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Nom, Prénom : DATE :

PETIT-DEJEUNER Horaires :

Aliments : Quantité :

COLLATIONS dans la matinée Horaires
Grignotages :

Aliments : Quantité :
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Nom, Prénom : DATE :

| DEJEUNER _oraires : lieu :

APE[TI ell: [bissons, [isluits, [alalultes, olifes

Aliments, [oissons: Quantité :

ENTUEE el l: [tulités, salal es, [é[ulents, [[arl uterie

Aliments : Quantité : Assaisonnement :

PUAT DE [IELIIITANCIE el : [ian[ e, [bisson, oeu'

Aliments : Quantité : Assaisonnement :

AL PAGNETDENT ell: légumes [uits, ril] [ tes

Aliments : Quantité : Assaisonnement :

00AGED el: faourt, romage [lan’] famem! ert

Aliments : Quantité : Assaisonnement :

DEOOEOTO ell: [ruit, [rCme [essert, [[tisserie

Aliments : Quantité : Assaisonnement :

PAIN

OO0 MOON

COLLATIONS [ans l@alrCsmili Horaires
Grignotages

Aliments Quantité
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Nom, Prénom : DATE :

| DINER _oraires : lieu :

APE[TI ell: [bissons, [isluits, [alalultes, olifes

Aliments, [oissons: Quantité :

ENTUEE el l: [tulités, salal es, [é[ulents, [[arl uterie

Aliments : Quantité : Assaisonnement :

PUAT DE [IELIIITANCIE el : [ian[ e, [bisson, oeu'

Aliments : Quantité : Assaisonnement :

AL PAGNETDENT ell: légumes [uits, ril] [ tes

Aliments : Quantité : Assaisonnement :

00AGED el: faourt, romage [lan’] famem! ert

Aliments : Quantité : Assaisonnement :

DEOOEOTO ell: [ruit, [rCme [essert, [[tisserie

Aliments : Quantité : Assaisonnement :

PAIN

CCTOCN

SOIREE ET NUIT
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Annexe 4 : Poster présenté au 18 European Congress on Obesity 2011

Towards more realism in the assessment of food %Tm?\

INSTITUT

intake: validation of a natural buffet test meal PAUL

BOCUSE Ares €

CENTRE

HERCH|

\ X. Allirot*2, L. Saulais?, E. Disse!, H. Roth?, C. Cazal?, M. Laville?
1 Centre de Recherche en Nutrition Humaine Rhéne-Alpes; 2Centre de Recherche de I'Institut Paul Bocuse, Lyon - France

Contact: xavier.allirot@institutpaulbocuse.com

1. a. Context: Studies evaluating the effect of obesity-related variables on the short-term regulation of food Intake frequently use the “preload paradigm”, in which subjects receive a standardized amount of a
prelead food (that can vary in macronutrient composition. physical state, energy densnty eating design....). and subsequent energy intake is assessed using ad /ibifum test meals. The validity of buffet test meals
has already been assessed'?, in a hospital or a setting, in measurements (blocd collection, indirect calorimetry, measurement of the gastric emptying, ...). Several studies
have demonstrated the importance of taking care of context and environment when we study eating behaviours and particularly food choice®; yet ittle attention has been given to the realism of test meals.
Moreover, the validation of those buffet test meals (reproducibility) only concerns a few parameters: total energy intake and energy from each macronutrient.

1. b. Objectives: we propose a behavioral exploration methed designed to keep the cbserved eating situation as natural as possible. The focus was placed on the context of eating, the absence of concomitant
measurements that may strongly influence eating behaviours, the type of focd given, in order to allow the subjects to eat a regular French meal with cold, hot dishes and several courses. Furthermore, we aimed
at going further in the of eating by studying of the meal, in addition to energy intakes

Our first objective was to assess the reproducibility of eating behaviours during the butfet test meal.
m=p The second objective was to evaluate the sensitivity of eating behaviours to the duration of the fasting period.

2. a. Subjects: 14 healthy. normal weight men with a mean Body Mass Index of 22.6 £1.5 kg/m? and a mean age of 25.4+ 3.2 years.
Inclusion_criteria: - no food allerg; - accustomed to eating at breakfast and lunchtime
- moderate physbca\ activity - rating at least 75% of food items offered in the buffet test meal with a score higher than 5 /8

2.b. Des;gn: Each subject was invited to 4 sessions (1, A, B and FAST, cf. Figure 1), consisting in a lunch at 12:30 in the experimental restaurant of the Institut Paul Bocuse Research Centre. For each
session, the same individual ad libitumbuffet was offered to the subjects, with a choice of typical French dishes. In order to provide a pleasant eating context. a“brasserie” ambiance was created in the
experimental restaurant, using brasserie fumiture and a musical environment. Chafing dishes, commenly used for French buffets, were used in order to keep hot food items at constant temperature all
throughout the meal. Subjects were invited to eat for as long as they wanted, until comfortably full.

Random order
]

Session 1 Session A Session B Session FAST
(First exposition to food) (after a regular breakfast) (after a regular breakfast)  (in a fasted state since the evening before)

No measurement

ilit Sensitivity to the duration
Irs of the fasting period

gure 1: Design of the study

igure 2: The individual buffet test meal

The day before each session, subjects were requested to avoid vigorous activities, to abstain from alcohol and to consume the same dinner on the evening.

2. c. Measurements: Thanks to Visual Analogue Scales, weighing of food and video recording of the meals, we assessed for sessions A, B and FAST:
- Levels of hunger before and after the meal
- Energy and food items intakes (grouped according to the course of the meal or the palatability)
- Total meal duration and time spent at choosing food
- Microstructure of the meal: total number and mean energy content of bites, number of bites per minute, cumulative energy intake curves

2.d isti i ity between the sessions A and B was evaluated by ing intraclass (icc).
An ICC 2 0.8 was ccnme-ed fo indicate excellent agreement between sessions, 0.7 < ICC < 0.8 indicating good agreement and 0.6 S ICC <0.7 indicating moderate agreement .
. Cumulative energy intake curves were compared using mixed models where the dependant variable was energy intake; session and time were considered as fixed effects; subjects as random effect.

Table 1: Intrasubject reproducibility between sessions A and B\H\
was excellent or good for all following parameters A

3. a. Results: reproducibility Session A Session B \

s

3. b. Results: sensitivity to the fasting period

icc i
(mean =SD)  (mean = SD) % | The feeling of hunger just before the beginning of the meal was higher for \
a \. session FAST than for the mean of A and B (p=0.025). No difference was
Levels of Hunger before the meal (score/10) 56=1.7 62221 0.81 \ found in the levels of hunger immediately after the meal (p=0.22).
(R Hunger after the meal (score/10) 09209 0910 0.80 1800 —
*p<0.05
Total energy intake (kcal) 1438 + 370 13894335  0.82 1600 | £
uMean Sessions A and B
Total amount of food consumed (g) 800 = 205 802 =194 0.88 1400 =
= Session FAST
Mean energy density (kealig) 1812023 175025 080 51200 4
Energy intake 4 |
Carbohydrate intake (kcal) 533 =149 520 = 146 083 £1000
mr
Lipid Intake (kcal) 669196  648=171 081 §000 =
u |
Protein intake (keal) 237 = 58 221 =61 079 &0
First course (keal) 458.2=1554 403.1=1634 083 400
200 |
Main course (keal) 640121613 5461 =1189 060 -
Food items e Keal 0+
ke essert (including cheese) (kcal) 439.5=169.2 4396=1713 079 Total Energy  Carbohydrate  Lipid intake  Protein intake
. intake (kcal) intake (kcal keal keal
High palatable food (kcal) 74152028 712422828 080 = L R el
Figure 5: Subjects consumed more energy during session FAST compared to the
e 6963+ 207.1 67632288 095 mean of A and B, and specifically more carbohydrates and more lipids.
Total meal duration (min" sec”) 247177 =417 2343" 346" 072
Meal times T P ‘Subjects consumed during session FAST significantly more energy from high
Time spent choosing food 3187 =039"  306"=028" 077 palatable food (852.3 # 73.0 kcal vs. 727.0 £89.9 kcal, p=0.008) and from dessert
(including cheese) (519.2 £ 58.0 keal vs. 438.0 + 42.0 keal, p=0.048).
Total number of bites 10004207  1010:206 085
Micosiruchne Cumulative energy intake curves were found different between session FAST
Mean energy content of bites (kcal) 146127 140232 0m and session A (p<0.0001) and between session FAST and session B (p<0.0001).
parameters
| Analysis by quarter of meal showed significant differences between session FAST
Mean number of bites per minute 42+09 43210 072 and others, for the last quarter of the meal. Over the last quarter, subjects
. consumed more energy during session FAST (p=0.025), and particularly more /
2000 | —Subject1 < energy from carbohydrates (p=0.049) and from lipids (p=0.032). 7
" session A = —
E] subject 1
TP T 4. Conclusion: We obtained a good reproducibility of food intake while
2 —subject2 : including more realism in the design of ad libitum test meals in
> ST - experimental contexts. We demonstrated that eating behaviours,
%" om0 subject 2 A including eating microstructure (cumulative energy intake) are
o session B reproducible with this buffet-type meal design. This tool was also found
2 FEigure 4: sensitive to the duration of the fasting period. This buffet is an adequate
2 2 Examp\a of cumulative energy tool for analyzing the effect of obesity-related variables on subsequent
o E s00 intake curves for 2 subjects for eating behaviours.
Timing and content af each bite o i sessions A and B.

allowed us to construct VT | 3 i
cumulative energy intake curves. ? | { 5.References: 'Anant, K. Rkhard, D., & Tremblay, A, (2000). Reproducibility
/ of energy and macronutrient intake and related substrate oxidation rates in a buffet-
Loniiandat “r“ l“ ]‘9 AL DED T 4 type meal. British Journal of Nutition, 83(5), 489-495.
ime (min

/ 2Nalr, N. S., Brennan, I. M., Litle, T. J. etal. (2009). Reproducibllity of energy intake,
gastric emptying, blood glucose, plasma insulin and cholecystokinin responses in

No difference was found for cumulative energy intake curves between sessions A and B

=0.205), which suggests a good for this healthy young males. British Journal of Nutrition, 101(7), 1094-1102.
- - 3 Meiselman, H. L. (2007). The impact of food
@ choice. In L. F. H. V. T. (Eds.). food p (Pp. 67-82).
‘r“ P Cambridge.
CarMe 3& \don 1 ) . : -
i P 4 Fondation d'entreprise Nestlé France
Hépitaux de Lyon Manger biew pour viore mieix

243



Annexes

Annexe 5 : Poster présenté au Congres de la Société Francophone du Diabete 2012

Impact de 'augmentation de la fréquence des prises %M?

alimentaires sur le contréle de I'appétit INSTITUT es | CENTRE
PAUL 2 DE
et les paramétres métaboliques BOCUSE  an: RECHERCHE

Xavier Allirot23", Julia Graeppi-Dulac?3, Laure Saulais’3, Emmanuel Disse?3, Hubert Roth?#, Martine Laville??
1Centre de Recherche de |'Institut Paul Bocuse, Lyon; 2 Centre de Recherche en Nutrition Humaine Rhdne-Alpes, Lyon; * Centre Européen de Nutrition pour |a Santé, Lyon;

“Pole Recherche, CHU Grenoble Inserm U1055-Bioénergétique, Grenoble; * soutenu par la subvention CMIRA Explora’doc 2011 de la Région Rhéne-Alpes Rhong.“p
Contact: xavier.allirot@institutpaulbocuse.com

1.a. Contexte : Laquestion de 'importance de la chronologie optimale des prises alimentaires guotidiennes pour mieux contraler son polds suscite un debat, aujourd'hui non encore resolu, dans la communate
scientifique’. En effet, les études visant a étudier lnfluence de la fréquence des repas sur la balance énergétique, la satiété et plus globalement la santé humaine sont & la fois peu nombreuses et contradictoires??,
Malgré le manque de preuves scientifiques, la presse grand public, les médias ou de nombreux guides pratiques ou sites Internet spécialisés. continuent de spéculer sur le fait que modifier la fréquence de ses repas
serait un point cié pour perdre du poids*.

1.b. Objectifs : Cette étude a pour but de déterminer les effets & court terme de i de la fré des prises ali i sur le contrale de 'appétit (en
considérant les aspects subjectifs, et ) et le

2.a. Sujets : 20 hommes sains (age = 27 + 1 ans et Indice de masse corporelle = 22,0 + 0,3 kg/M® (moyenne  erreur type)) ont paicipé a rétude. Les sujets etalent tous non fumeurs et prenaient reguliérement
un petit déjeuner. lis pratiquaient une activité physique modérée (< 4 heures par semaine), avaient des paramétres métaboliques 4 jeun normaux et ne souffraient pas d'allergie ou de troubles de I'alimentation.

2.b. Dasign de I'étude : Chaque sujet était invité a 2 journées d'exploration meétabolique (au CRNH-Rhone-Alpes) pour évaluer les effets d'un petit déjeuner fractionné en 4 prises identiques dans la matinée
(conditicn F4) vs. le méme petit déjeuner consommé en une seule prise en début de matinée (condition F1), sur les cinétiques hormonales et l'oxydation des substrats. Les sujets étaient également invités & 2
Journées d'exploration comportementale (a ['Institut Paul Bocuse (IPB)) pour évaluer les effets des mémes deux petits déjeuners sur les scores d'appétit et les consommations et comportements au repas suivant
dans un restaurant expérimental (buffet ad fibitum (Fig. 3) en contexte écologigue®).
2 journées d'exploration
métabolique (CRNH)
Repas
Condition F1 < standardisé au
CRNH
T(heures)
T(min)
Gondition F4 ‘ ‘ ‘ -
2 journées d'exploration
comportementale (IPB)
Figure 1 : Design de I'étude
2.c. Analyse statistique : Pour chaque parametre, nous avons réalisé des modéles mixtes (sffet aléatoire = sujet; effets fixes = temps, condition, interaction condition x temps) pour metire en évidence des
différences de cinétiques. A T=240 min nous avons comparé les niveaux des differents parameétres (Test de Student ou Wilcoxon). Les aires sous courbe (ASC) des parametres physiologigues ont été calculées par
méthode trapézoidale. Tous les resultats sont présentés en moyenne # erreur type. * p<0,05 J
b v
\(~ N
3.a. Résultats : cinétig étaboliques, hor les et scores d'appétit 3.c. Résultats : comportement au buffet ad libitum
9 . .
']
e
ES % »
E E 7 . i i Figure 3 : Buffet ad /ibitum
wé 644 . £ 21- . e O S | ¥ el i = S proposé au restaurant
i P = __:-‘ 5 . B expérimental de |Institut
5 iy Paul Bocuse
4
50 4
2 40 -y
_% £ 30 pe Au cours du buffet ad libitum, les sujets en condition F4 ont consomme 88 + 61 kcal de
£ g moins (p=0,08) et significativement moins d'énergle lipidique (p=0,04). Durant le
38 21 . TR ...y || demnier guart temporel du repas, les sujets en conditions F4 ont consomme
E 1A= i CEn significativement moins d'énergie et moins de lipides (p=0.03) (cf. Fig. 4).
0/ %
= 400 4 Table 1: Consommations au buffet ad libitum
3 {’
; 300 1%k B ‘Condition F1 ‘Condition F4 P
w 2004 —& Energie totale ingérée (keal) 1355+ 69 1267 + 82 008
3 o el =g || Quantitétotaledaliment(g) 785143 742447 008
o = Densité énergétique(kcallg)  1,75:0,05 1,72:0,06 085
DAt Apport glucidique (keal) 517228 483:30 0.26
2,0 (%) 384110 383:10 087
S3 100 Apport lipidique (kcal) 614136 567+ 43 0,04
Ei L (%) 451:08 445:11 047
§fe0 = ‘ Apport proteique (kcal) 224415 2161+ 15 041
£E l % 16,507 17.2:07 0,25
35 60 it & EI i i i l il (%)
ol :: - ‘ i L4 s | 1% quart de repas 755 267 quant de repas
=
8 300 300 apport ipdique
10 = | . iqud
& l 2 200 200 apport guidig
£5 @ 2 100 | 100 - = appont proteique
E s = || ]
2 i e i 0 D -
- '3 F1 F4
I ¢ - e 1 * L 3
] 2 L S - . 'y
2 400 400
o R 300 P - B
1 n- % 200 200
i . o ] 1
Ha .= T * 2 100 - 100 -
22 g ¥ I
8=, . ¢ [ ] .
H ~i = : condition F1 F1 F4 F1 Fa
3 2y~ -+ _ condition F4 35" quart de repas 487 quart de repas
0, A : petit déeuner en 1 prise (F1) Figure 4 : Consommaticns alimentaires au buffet ad libitum
5 10 : ;’::;:“ﬁr;”(:’g::as (8 b pour chaque quart temporel de repas. /
se B : pour tous les parameres plasmatiques ]
2T 6 = 1 et bufet ad iibitum pour ks soores 4. Conclusion : Cette étude met en évidence, chez le sulet sain, Ieffet
g 4 T S dappdt) bénéfique a court terme du fractionnement alimentaire sur le controle de I'appétit
L o ————— ) Apres un petit déjeuner fractionne, les sl:JEls ont declaré avoir moins faim juste
‘ A ‘ ‘ ' s U avant le repas de midi, ils p! diminuée
o s en ghréline et augmentée en GLP-1 et |\s onl consommé significativement moins.
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 de lpides au repas sulvant. La AT o e
Temps (min) perte du jedne inter-prandial induites par le fractionnement alimentaire pourraient
Fiqure 2 - G des et des scores dappétit néanmoins étre des éléments délétéres sur le long terme.
Juste avant le repas de midi (T240). les sujets ont declare apres le petit déjeuner fractionné (F4) avoir moins faim | o - =
(p<0.0001), mains envie de manger des alimenis riches en énergie (p=0,005) et sucrés (p=0,004) : la cenceniration en 5. Références : 'Matison, M. P (2005) The need for controlled studies of the effects of
ghréline acylée plasmatique était plus basse (p=0,0003). celie en GLP-1 était plus élevée (p=0,006), comparativement & F1. hea WNUEHCV U" health. Lancet, 365(9475), 1978-1980.
Les modéles mixtes ont mis en évidence ces cinétiques différentes entre F1 et F4 pour tous Ies parametras de T0 a T240, M“gy mgm adie st Cuufs“zsm"f": 5:;', ?:;’C?NTGLézgmfﬂ';?,&"eﬁ;‘;:‘;g“m
Les aires sous courbe d'AGNE, d'insuline et de GLP-1 étaient significativement plus basses (p<0.05) en condition F4, sur la 3Leidy, H. J., & Campbell, w W. (2011). The effect of eating frequency on appetite contral a
période 0-240. food infake: brief synapsis of conroled feeding Studies. J Nutr, 141(1), 154-157.
= 7 = = e *Palmer, M A, Capra, 5. & Baines, 5 K (2008) A tion between eating fi
3.b. = déy énergétique et utilisation des substrats waaght. Al hrdteid = ET<7T':‘.%M (2009). Association n eating frequency
- = i : X SAllirot, X., Saulais, L., Disse, E., Roth, H., Cazal, C., & Laville, M. (2012). Validation of a buffet
Juste avant le repas de midi (T240), l'oxydation glucidique était plus élevée en F4 et l'oxydation lipidique était |\ o0 design in an experimental restaurant Appetite, dmlDﬂHﬁﬂapps‘Z}UIlﬂ o1 ;.
significativement plus basse (p<0.001). Les cinétigues pour la dépense énergétique et l'oxydation glucidique étaient ~— —
significativement différentes entre les 2 conditions (effet condition x temps significatif, p<0.001) sur la période T0-240. ® ®
Les aires sous courbe incrémentales pour la dépense énergétique et I'oxydation glucidique étaient significativement plus .r.‘@ _ de
basses en condition F4 (p<0,01). Aucune différence n'a été observée pour les ASC incrémentales d'oxydation lipidique. La & Bndes Bains.
_thermogénése induite par le petit déjeuner a été diminuée en condition F4 (p<0,08). Fondation d'entreprise Nestlé France - To réRérence pour maigric
Masger biew o viere mieaos: e de Lyon
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