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Résumé : Le tractus gastro-intestinal abrite une 

communauté microbienne complexe appelée 

microbiote intestinal. L’utilisation de substrats 

alimentaires pour moduler la composition et les 

activités métaboliques du microbiote répond à la 

notion de prébiotique. Ces ingrédients alimentaires 

non digestibles par l’hôte lui confèrent des effets 

physiologiques bénéfiques. Pour que cette stratégie 

nutritionnelle soit efficace, il est nécessaire de 

décrypter les interactions entre les prébiotiques et les 

bactéries intestinales. Ce travail a consisté dans un 

premier temps à évaluer la capacité d’une sélection 

d’ingrédients à stimuler la croissance et la 

fermentation d’un groupe de diverses bactéries 

potentiellement bénéfiques pour la santé. Ensuite, 

une analyse transcriptomique a été réalisée pour  

évaluer la capacité du raffinose à modifier 

l’expression génétique des bactéries. Sur la base de 

la composition biochimique du composé 

alimentaire, nous avons pu prédire efficacement 

quelles seraient les enzymes de dégradation 

mobilisées par les bactéries. Puis, les produits de 

dégradation du raffinose ont été analysées par une 

méthode de métabolomique non ciblée, suggérant 

la production de métabolites clés pour la 

physiologie humaine. L’ensemble de ce travail de 

caractérisation a mis en évidence des différences 

fonctionnelles entre les différentes bactéries 

étudiées, selon leur appartenance phylogénétique. 

Sur la base de ces résultats, deux consortia 

bactériens ont été synthétiquement produits pour 

évaluer les interactions bactériennes en présence 

de différentes fibres alimentaires. 

 

 

Title : In-depth exploration of the interactions between prebiotics and a selection of health-promoting gut 

bacteria 

Keywords : Prebiotics, gut microbiota, transcriptome, metabolome, microbial consortia, human nutrition 

Abstract: The gut microbiota, a complex microbial 

community, resides in the gastrointestinal tract. 

Dietary substrates, known as prebiotics, can 

modulate this community and confer beneficial 

physiological effects. To utilize this nutritional 

strategy effectively for human health, understanding 

the interactions between prebiotics and intestinal 

bacteria is crucial. The initial phase of this work was 

to assess the potential of a variety of selected 

ingredients to stimulate growth and fermentation in 

a diverse group of potentially health-beneficial 

bacteria. In the next phase, we turned our focus to 

the characterization of the interactions between a 

specific prebiotic, raffinose, and the bacteria. This 

involved conducting a transcriptomic analysis to  

determine raffinose's ability to alter bacterial gene 

expression. Relying on the biochemical 

composition of the compound, we accurately 

predicted the degradation enzymes that the 

bacteria would activate. Subsequently, we 

examined raffinose's degradation products using 

an untargeted metabolomic method, suggesting 

the production of crucial metabolites significant to 

human physiology. This thorough characterization 

process revealed functional differences among the 

bacteria studied, dependent on their phylogenetic 

association. Building on these results, we 

synthetically designed two bacterial consortia to 

study the bacterial interactions in the presence of 

various dietary fibers. 
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AVANT-PROPOS 

I. MICROBIOTE INTESTINAL : UN LIEN CRUCIAL ENTRE 

SANTE HUMAINE ET NUTRITION 

Le microbiote intestinal fait référence aux communautés de micro-organismes qui peuplent 

l'environnement intestinal. Cet environnement complexe héberge des milliards de bactéries, 

de champignons, d'archées, de virus et d'autres composants microbiens. En interaction étroite 

les unes avec les autres, les communautés microbiennes contribuent à de nombreuses 

fonctions biologiques de l’hôte. Au cours des dernières décennies, le développement de la 

science liée au microbiote intestinal a ancré l'importance des micro-organismes dans la santé 

et le bien-être de l'Homme en général.  

Aujourd'hui, la société moderne est confrontée à un grand nombre de problèmes de santé, 

intimement liés à la nutrition humaine. Parmi eux, le syndrome métabolique (SM) désigne des 

symptômes métaboliques complexes qui reflètent une suralimentation, un mode de vie 

sédentaire et l'excès de tissus adipeux qui en résulte (Cornier et al., 2008) Le SM est fortement 

associé à l'obésité abdominale, à la résistance à l'insuline, à la dyslipidémie et à l'hypertension, 

qui contribuent collectivement au risque de diabète de type II et aux maladies 

cardiovasculaires. La prévalence globale du SM a été estimée entre 20 et 25 % de la population 

adulte dans le monde entier (Saklayen, 2018). D’autre part, le trouble digestif le plus courant 

observé cliniquement est le Syndrome du Côlon Irritable (SCI), qui touche environ 11 % de la 

population mondiale. Le SCI se caractérise par des douleurs abdominales, des ballonnements, 

de la diarrhée, de la constipation ou une alternance de ces symptômes (Black & Ford, 2020). 

Les syndromes gastro-intestinaux et métaboliques, tels que le SM et le SCI, sont fréquemment 

associés à une altération du microbiote intestinal, à une dérégulation immunitaire et à un état 

pro-inflammatoire chronique. L'alimentation humaine, qui a l'un des plus grands impacts 

connus sur le microbiote intestinal, est apparue comme la principale hypothèse pour expliquer 

la prévalence accrue de ces troubles, bien que le lien de causalité soit difficile à établir (E. D. 

Sonnenburg & Sonnenburg, 2014).  
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La faible consommation de fibres alimentaires, typique d'un mode de vie et d'une 

alimentation occidentale, apparait comme l'une des explications des perturbations du 

microbiote intestinal et de l'augmentation du risque de maladies. Les fibres alimentaires 

englobent un large éventail de molécules complexes, dont la plupart se trouvent dans les 

légumes, les légumineuses, les céréales et les fruits. Parmi elles, les molécules glucidiques, 

également appelées oligo-poly-saccharides ou glycanes, sont résistantes à la digestion des 

enzymes humaines. Par conséquent, la plupart des fibres ingérées atteignent le côlon et 

exercent des effets physiologiques importants sur la santé et le bien-être de l'Homme. En 

particulier, ces fibres peuvent être métabolisées par les bactéries intestinales grâce à leur 

capacité de dégradation enzymatique, ce qui entraîne une modulation favorable du microbiote 

(Kaoutari et al., 2013). Il en résulte qu’une consommation accrue de fibres alimentaires 

permettant le maintien et/ou la restauration du microbiote intestinal est un objectif souhaitable 

pour la santé et le bien-être de l'Homme.  

Les fibres alimentaires sont recommandées dans le cadre d’une alimentation saine. Les 

campagnes de santé publique mettent en avant l’importance de consommer des aliments 

riches en fibres et pauvres en sucres et en matières grasses pour maintenir la population en 

bonne santé. Des recommandations nationales et internationales ont été établies pour prévenir 

les carences en nutriments et les maladies qui en découlent. Dans ce contexte, l'Organisation 

mondiale de la santé (OMS) a fixé l'apport quotidien en fibres alimentaires à plus de 25 g/jour 

(World Health Organization, 2003). Néanmoins, la plupart des pays occidentaux n'atteignent 

pas l'apport en fibres recommandé en raison d’une trop faible consommation de fruits, de 

légumes, de légumineuses et de céréales (Stephen et al., 2017). La modification du régime 

alimentaire pour combler le "déficit en fibres" est une stratégie prometteuse pour la prévention 

et la gestion de nombreux troubles gastro-intestinaux et métaboliques.  

Le lien entre l'apport alimentaire, le microbiote intestinal et la santé humaine est un 

domaine de recherche actif à l'heure actuelle, mais il reste difficile de comprendre les 

mécanismes qui relient les régimes riches en fibres à une bonne santé.  
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II. LES PREBIOTIQUES : UNE STRATEGIE NUTRITIONNELLE 

DURABLE  

1. Des outils pour renforcer le microbiote intestinal 

L'étude du microbiote intestinal a révélé son rôle fondamental dans de nombreuses 

fonctions biologiques et métaboliques. Un déséquilibre dans les interactions au sein de cette 

vaste communauté de micro-organismes a des conséquences importantes pour la santé 

humaine. Ces observations ont conduit à l'émergence d'approches nutritionnelles visant à 

maintenir le microbiote intestinal et ses fonctions métaboliques. La manière dont l’alimentation 

pourrait être utilisée pour modifier facilement la composition du microbiote intestinal afin 

d’augmenter les proportions de bactéries bénéfiques n’est pas limpide. Connaitre la façon dont 

les fibres alimentaires nourrissent les micro-organismes intestinaux permettrait de suggérer 

des moyens de stimuler la croissance et les activités métaboliques des bactéries bénéfiques 

pour la santé. Dans cette perspective, les prébiotiques font référence à l'utilisation de sources 

de fibres particulières qui fournissent de l’énergie aux bactéries intestinales bénéfiques (Bedu-

Ferrari et al., 2022).  

Le terme "prébiotique" a initialement été défini en 1995 par Roberfroid et Gibson. La 

définition récemment révisée par l'ISAPP (International Scientific Association for Probiotics and 

Prebiotics) les définis comme "un substrat sélectivement utilisé par les micro-organismes de 

l'hôte et qui confère un avantage pour la santé" (Gibson et al., 2017; Gibson & Roberfroid, 

1995). Les prébiotiques s’inscrivent dans une stratégie nutritionnelle et représentent une 

solution innovante pour l'avenir de la nutrition. L'utilisation d'une telle stratégie nécessite une 

compréhension sophistiquée des interactions qui se produisent entre la communauté 

complexe des bactéries intestinales et les sources de fibres. En réalité, bien que différentes 

fibres alimentaires puissent sembler physiologiquement équivalentes, les mécanismes d'action 

sous-jacents ciblent différents micro-organismes intestinaux (Van Hul et al., 2020), et sont donc 

différents. Par conséquent, les effets bénéfiques sur la santé de fibres alimentaires spécifiques 

doivent être documentés pour qu'elles puissent être considérées comme des prébiotiques.  

Le microbiote intestinal est complexe et dynamique, sa composition et ses fonctions varient 

considérablement d'une personne à l'autre et à l'intérieur d'une même personne avec le temps. 
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Le grand nombre d'interactions potentielles entre les composants du microbiome rend difficile 

la définition des mécanismes sous-jacents par lesquels les aliments affectent les propriétés de 

la communauté microbienne.  

Il reste encore beaucoup à faire pour démêler les interactions entre les prébiotiques, le 

microbiome intestinal, la santé et le bien-être de l'hôte. Notre projet vise à mieux comprendre 

les mécanismes des fibres alimentaires à potentiel prébiotique. 

2. L’environnement de cette stratégie nutritionnelle  

La culture de la santé intestinale se concentre essentiellement sur les probiotiques et 

probiotiques de nouvelle génération, les fibres alimentaires et les prébiotiques (Figure 1). On 

trouve actuellement sur le marché, les probiotiques en tant qu'additifs, aliments fermentés et 

compléments alimentaires visant à optimiser la digestion, qui est de plus en plus reconnue 

comme la pierre angulaire de la santé et du bien-être. La consommation de ces ingrédients 

représente une stratégie pour réduire l'inconfort ou les symptômes digestifs et pour gérer l’état 

de santé. Ces solutions nutritionnelles créent un paysage concurrentiel qui stimule l'innovation.  

Dans notre projet, les prébiotiques sont proposés comme solution biotechnologique pour 

nourrir le microbiote intestinal et maintenir la santé par l'intestin à travers la supplémentation 

de produits laitiers. Les produits laitiers représentent le véhicule le plus populaire pour fournir 

des avantages en matière de santé digestive en raison de l'acceptation générale élevée par les 

consommateurs (Champagne et al., 2018). Composé de cultures bactériennes vivantes, le 

yaourt est intuitivement perçu comme bénéfique pour la santé intestinale. Bien que les 

aliments laitiers apparaissent comme la matrice la plus appropriée, nous pourrions imaginer 

des solutions pour délivrer avec succès des prébiotiques étendus à d'autres matrices 

alimentaires telles que les barres de céréales, les repas préparés et les produits de boulangerie. 

Les prébiotiques font partie d'une industrie alimentaire dont les ventes augmentent. 

Actuellement, il existe une gamme restreinte de substances prébiotiques confirmées, les 

galactanes et les fructanes dominant le marché. La prise en compte de la santé digestive et 

plus particulièrement de l’équilibre de l’écosystème intestinal peut constituer un avantage 

concurrentiel. Aujourd'hui, il existe une opportunité de développer un yaourt enrichi en 

fibres prébiotiques pour nourrir le microbiome intestinal. 
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Figure 1 : représentation schématique de deux stratégies de modulation nutritionnelle du microbiote intestinal : 

les prébiotiques et les probiotiques.  

A gauche les sources de prébiotiques et à droite les sources de probiotiques. Ces composés alimentaires vont parcourir 

le tractus intestinal pour enrichir l’écosystème intestinal. La fermentation des polysaccharides complexes présents dans 

les fibres alimentaires conduit à la production de métabolites d’origine bactérienne dont les effets bénéfiques sont listés 

en bas de l’image. Travail réalisé en collaboration avec Jean-Pierre Bonnafous (Gribouille Académie).   
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3. Des alliés potentiels pour une alimentation durable 

La science du microbiote intestinal a fait l'objet d'une attention croissante ces dernières 

années dans les domaines de la science, de la santé et auprès du grand public. Conformément 

à ces avancées, la communication autour du microbiote intestinal a élargi la perception du 

public à la compréhension des rôles bénéfiques des micro-organismes dans la santé humaine 

(Cunningham et al., 2021). Grâce à cela de plus en plus de monde commence à envisager la 

santé à travers le bien être intestinal et fait petit à petit le lien entre l’importance du microbiote 

intestinal et la manière dont il affecte la santé et le bien-être. Ce qui se traduit par une demande 

croissante de produits alimentaires plus sains, d’aliments peu transformés avec la présence 

d'ingrédients fonctionnels comme les fibres alimentaires, les probiotiques et les prébiotiques 

(Nowosad et al., 2021). 

Mais aujourd’hui la santé ne peut être la seule préoccupation des consommateurs dans un 

contexte où les activités humaines ont un impact sans précédent sur le climat et la biodiversité 

de notre planète. Les émissions de Gaz à Effet de Serre (GES) résultant de la combustion fossile 

et de la déforestation ont provoqué une augmentation de la température à la surface de la 

Terre de 1,1 °C par rapport à la période 1850-1900 (IPCC, 2023). Les émissions mondiales de 

GES continuent d'augmenter, et cela s'explique par l'utilisation non durable de l'énergie, les 

changements d'utilisation des terres, les modes de vie et les modèles de production et de 

consommation, notamment alimentaires, qui sont responsables d’environ 30% de ces 

émissions (Garnett, 2011). 

Cependant, des solutions existent pour réduire la part des émissions de GES liée à 

l’alimentation, comme par exemple, la réduction des pertes et des gaspillages alimentaires. Les 

mesures qui favorisent une alimentation équilibrée présentent l’avantage synergique 

d’également contribuer à la nutrition, à la santé et à la biodiversité. Des régimes alimentaires 

sains, plus pauvres en viandes et plus riches en végétaux offrent des opportunités d’adaptation 

et d’atténuation du changement climatique. La substitution des régimes alimentaires à base 

de plantes pourrait conduire à une diminution significative de l'utilisation des terres, des 

émissions de GES, de l'eutrophisation, ainsi que de l'utilisation de l'eau (Gibbs & Cappuccio, 

2022). Tout cela en ayant des impacts positifs sur le microbiote intestinal et la santé humaine.  
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Ces modifications des régimes alimentaires rencontrent toutefois des obstacles réels ou 

perçus qui empêchent le secteur privé de financer l’adaptation au changement climatique. Les 

mécanismes et les financements publics peuvent avoir un effet de levier sur le financement de 

l'adaptation par le secteur privé en s'attaquant aux obstacles réels et perçus en matière de 

réglementation, de coûts et de marché, par exemple par le biais de partenariats public-privé 

(IPCC, 2023). L’enthousiasme suscité par les prébiotiques est une opportunité pour encourager 

le développement de nouveaux produits fonctionnels et durables. Autrement dit, il s’agit de ne 

plus seulement prendre en compte les bénéfices pour la santé mais aussi l’impact 

environnemental du développement de tels produits fonctionnels. Ce projet constitué d’un 

consortium public-privé et soutenu par un financement public, vise à encourager la 

recherche et le développement (R&D) d’aliments fonctionnels et durables. 

III. LE PROJET RESTORBIOME 

Le manque de consommation de fibres alimentaires met en avant la difficulté pour les 

consommateurs à atteindre les recommandations nutritionnelles quotidiennes. Les 

prébiotiques constituent un levier pour pallier cette difficulté. Le développement d'un produit 

alimentaire fonctionnel qui incorpore des fibres alimentaires aux propriétés prébiotiques 

repose sur une approche préventive dont le but est d’améliorer la santé et le bien-être et/ou à 

réduire le risque de maladies par le biais du microbiote intestinal.  

La faisabilité de ce projet nécessite un effort interdisciplinaire de la part d'un consortium 

d'experts. Ce projet collaboratif nommé "RestorBiome" rassemble des institutions 

académiques françaises, dont l'Institut National de Recherche pour l'Agriculture, l'Alimentation 

et l'Environnement (INRAE) et l'Université Clermont Auvergne (UCA), qui sont des spécialistes 

de la science du microbiome intestinal. Le projet a également impliqué des acteurs clés de 

l'industrie alimentaire, notamment GreenCell Biotechnologies et Yoplait France - General Mills, 

ce dernier étant le coordinateur du projet. Chaque acteur technique possède une expertise et 

des compétences complémentaires pour développer avec succès des produits alimentaires 

enrichis en prébiotiques pour maintenir et/ou restaurer le microbiote intestinal. Le projet 

rassemble des pôles de compétitivité, dont Vitagora et Céréales Vallée, qui favorisent le 

développement de projets innovants en R&D et valorisent la mise sur le marché de nouveaux 

produits issus de ces projets. Ce Projet Structurant Pour la Compétitivité (PSPC) a été financé 
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par BPI France et les différentes régions dont sont issus les partenaires du projet, à hauteur de 

2,2 millions d’euros pour une durée de trois ans (Figure 2).  

 

Figure 2: Les financeurs du projet RestorBiome. 

 

Leader en écologie microbienne, GreenCell Biotechnologies produit des ingrédients innovants 
favorisant une agriculture durable. Le premier axe d'innovation du projet RestorBiome est 
l'identification de nouvelles molécules issues de sources naturelles alternatives dans le respect 
de la planète et de ses ressources. Cet axe de recherche inclut le développement de nouveaux 
ingrédients alimentaires favorisant l'équilibre du microbiote intestinal. L'INRAE et l'UCA ont la 
responsabilité de l'évaluation scientifique de ces composés ayant des effets prébiotiques 
potentiels. Cet axe comprend le développement d'une méthodologie standardisée pour 
évaluer la spécificité de ces substrats à stimuler la croissance et/ou les activités fermentaires 
des principales bactéries bénéfiques pour la santé. Les perspectives du consortium 
RestorBiome sont de valider les effets prébiotiques des ingrédients alimentaires i) dans la 
restauration et/ou le maintien de la composition et des activités fermentaires à l'échelle du 
microbiote intestinal en utilisant des systèmes de fermentation in vitro ii) et dans la 
préservation du dialogue entre le microbiote intestinal et l'hôte en utilisant des organoïdes et 
des systèmes " gut-on-chip " (intestin dans une puce électronique). Enfin, le projet comprend 
le développement de produits laitiers enrichis en prébiotiques par l’entité coordinatrice 
Yoplait – General Mills (Figure 3).  
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Figure 3 : Le projet RestorBiome.  

Le rôle de chaque partenaire est présenté sous forme de schéma. GreenCell est chargé d’extraire avec 

des méthodes peu couteuses en énergie des fibres issues de sources végétales. Ces fibres sont testées 

dans un premier temps par l’institut Micalis pour évaluer leur effet prébiotique sur un ensemble de 

bactéries connues pour leurs effets bénéfiques sur la santé. La capacité des composés avec le plus haut 

potentiel prébiotique à maintenir ou restaurer un microbiote sain est ensuite évaluée par l’unité Medis. 

Enfin Yoplait – General Mills a pour mission d’incorporer le ou les composés le(s) plus prometteur(s).  

Mon implication dans le projet RestorBiome a été d’évaluer à travers une approche in vitro 

basée sur des monocultures de bactéries commensales, les ingrédients extraits de matières 

végétales avec les effets prébiotiques les plus prometteurs. Mon projet de thèse visait à 

caractériser les capacités des principales bactéries bénéfiques pour la santé en réponse 

aux potentiels prébiotiques afin de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents qui 

confèrent des avantages pour la santé de l'hôte. Au cours de ma thèse j’ai travaillé en étroite 

collaboration avec ma partenaire, Cassandre Bedu-Ferrari, employée en thèse Cifre par Yoplait 

France - General Mills et Micalis.   

IV. CE PROJET DANS MON PARCOURS 

Lors de mon parcours universitaire, j’ai eu l’occasion de travailler en stage à l’unité Micalis. 

La découverte de l’existence du microbiote et de son lien essentiel avec l’alimentation m’a 

donné l’envie de suivre un Master 2 en physiologie et métabolisme. Je me suis donc spécialisé 

dans les processus physiologiques qu’impliquent la nutrition et les dysfonctionnements que 

cause un régime alimentaire déséquilibré. J’ai ensuite continué avec un second Master 2, cette 
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fois professionnel, en coordination d’études cliniques. J’ai travaillé pendant plus de deux ans 

sur un ambitieux projet d’épidémiologie et de santé publique ce qui m’a apporté une réelle 

expérience en gestion de projet. La prévention en tant qu’outil pour maintenir la population 

en bonne santé est une stratégie indispensable dans notre société où de nombreuses maladies 

sont malheureusement incurables. Puis, la santé publique a été mise au centre de l’attention 

dans le contexte de la pandémie COVID-19.  

C’est à ce moment-là que mon doctorat a débuté, au croisement entre la santé publique, 

l’alimentation et le microbiote. La dimension multidisciplinaire du projet et l’implication de 

partenaires industriels représentaient des atouts majeurs, qui m’ont permis de comprendre une 

partie des mécanismes employés par la recherche pour impacter notre société. En règle 

générale, les multiples collaborations qui ont été nécessaires pour mener à bien ce travail m'ont 

permis de comprendre comment travailler avec les contraintes de chaque collaborateur, même 

si parfois, les objectifs peuvent sembler divergents. 

Dans une volonté de mieux comprendre les stratégies employées par les entreprises, j’ai 

suivi un certificat en stratégie business et corporate à HEC lors de mon doctorat. Cette 

formation riche en théorie et en études de cas m’a permis de me familiariser avec la 

méthodologie d’analyse des stratégies des entreprises. Pour ce qui est de l’aspect scientifique, 

ce projet de thèse m’a permis de maitriser de nombreuses techniques expérimentales et de 

continuer à développer mes compétences en matière d’analyse de données.  

V. L’ARTICULATION DE CE MEMOIRE 

L'impact des composés à potentiel prébiotique sur la croissance bactérienne et les activités 

métaboliques a été étudié en utilisant une approche réductionniste du microbiote intestinal 

qui se concentre sur un groupe de bactéries commensales importantes pour la santé.  

Ce mémoire est composé d’une introduction générale, de trois chapitres de résultats et 

d’une discussion générale.  

Dans le chapitre 1, nous passons en revue la littérature scientifique et abordons les 

avantages des légumineuses en tant que source de prébiotique tant au point de vue santé 

qu’écologie, puis les mécanismes qui régissent les interactions entre les prébiotiques et le 

microbiote intestinal. Ensuite, les objectifs principaux et les stratégies expérimentales décrivent 
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les hypothèses de recherche avec un accent particulier sur les ingrédients issus des matières 

végétales fournis par GreenCell.  

Le premier chapitre de résultat vise à caractériser les composés extraits par GreenCell, ainsi 

que des composés utilisés en tant que référence (composés purs). Le potentiel prébiotique de 

ces composés a été évalué sur leurs capacités à stimuler la croissance et la fermentation d’une 

sélection de bactéries potentiellement bénéfiques pour la santé. Des expériences de 

monocultures in vitro ont révélé une variété de réponses aux prébiotiques en fonction du 

phylum.  

Pour approfondir notre compréhension des interactions entre les composés et notre 

sélection de bactérie, le deuxième chapitre de résultat se focalise d’une part sur les gènes 

spécifiquement exprimés par les bactéries en présence d’un composé retenu comme 

prometteur. Dans la seconde partie, les effets de ce même composé sur le métabolisme des 

bactéries a été étudié.  

Le troisième chapitre de résultat vise à étudier les effets des prébiotiques sur le 

métabolisme bactérien au niveau de deux consortia simplifiés. Ces expériences ont permis de 

développer des modèles mathématiques permettant de mettre en évidence les dynamiques 

d’interaction entre les bactéries.  

Dans la discussion sont abordés des perspectives expérimentales.  Enfin, la stratégie utilisée 

pour évaluer le potentiel prébiotique de composés alimentaires est discutée.  
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Chapitre I. ETAT DE L’ART 

Ce chapitre est une analyse des données de la littérature et est divisé en deux grandes 

parties.  

La première partie se concentre sur le microbiote intestinal en tant que médiateur clé de 

l’impact de l’alimentation sur la physiologie humaine. Elle débute par une description de la 

composition bactérienne du microbiote qui permettra au lecteur de comprendre le choix des 

espèces bactériennes dans le cadre du projet. Dans un second temps, les mécanismes 

moléculaires employés par les bactéries intestinales pour dégrader des composés prébiotiques 

sont décrits, à l’échelle de la bactérie et au niveau des communautés microbiennes. Cette partie 

a fait l’objet de la publication d’un article de revue en 2022 dans le journal Nutrients (Bedu-

Ferrari et al., 2022) dans lequel je suis deuxième auteur. 

La seconde partie se concentre sur les légumineuses en tant que sources de fibres 

alimentaires au potentiel prébiotique. Cela permettra au lecteur de comprendre l’intérêt des 

composés à potentiel prébiotique sélectionnés dans le cadre du projet. Ce travail 

bibliographique se concentre sur les bénéfices que peuvent représenter les légumineuses sur 

le plan de la santé et de l’environnement, et en quoi leurs effets sur le microbiote intestinal 

constituent un levier pour augmenter leur consommation jugée encore trop faible en Europe. 

Cette seconde partie a fait l’objet d’une soumission d’un article de revue en juillet 2023 dans 

le journal Trends in food science and technology. 
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I. LES PREBIOTIQUES ET LEUR INFLUENCE SUR LE 

MICROBIOME INTESTINAL  

1. Le microbiome intestinal humain 

Le microbiome intestinal désigne les micro-organismes comprenant les bactéries, les 

champignons, les archées, les virus et autres composants microbiens, ainsi que leurs génomes. 

Habitant le tractus gastro-intestinal humain, ce consortium dynamique et complexe de micro-

organismes joue un rôle physiologique essentiel. Comprenant 150 fois plus de gènes et autant 

de fonctions codées que le génome humain, le microbiome intestinal étend les activités 

biochimiques et métaboliques de l'hôte, essentielles à la santé (Qin et al., 2010). Il contribue à 

la maturation et à la modulation du système immunitaire tout au long de la vie (Gensollen et 

al., 2016; D. Zheng et al., 2020). Il assure également la résistance de la colonisation aux 

infections pathogènes invasives par le biais d'une multitude de mécanismes, tels que la 

compétition pour les nutriments, la production de peptides antimicrobiens et le maintien de 

l'intégrité de la barrière épithéliale intestinale (Leshem et al., 2020). Il contribue de manière très 

active au métabolisme de l’hôte, il fournit des nutriments essentiels, facilite leur utilisation et 

est capable d’utiliser l’énergie de nutriments autrement indigestes (Bäckhed et al., 2012; den 

Besten, van Eunen, et al., 2013; LeBlanc et al., 2013; S. V. Lynch & Pedersen, 2016). 

Depuis sa découverte, plusieurs équipes de recherche se sont attelées à caractériser ce 

qu’était un microbiome sain (Human Microbiome Project Consortium, 2012; Lloyd-Price et al., 

2016; McBurney et al., 2019; Ottman et al., 2012). Un microbiome sain peut être défini d’une 

part par sa composition taxonomique, à travers la grande diversité de microorganismes qui 

le composent et la variabilité observée entre les individus. Ou encore par les fonctions 

exécutées par ces micro-organismes, comme les fonctions digestives en partie réalisées par 

les enzymes impliquées dans les voies métaboliques de la fermentation. C’est un écosystème 

complexe dont on peut associer la signature écologique à une région géographique, un 

mode de vie, des habitudes alimentaires ou bien à une identité génétique. Et enfin il peut être 

défini par sa nature dynamique représentée par sa capacité à évoluer au fil de la vie, et sa 

résistance et sa résilience qui permettent de revenir à un état stable après une perturbation 

(Figure 4). 
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Pour comprendre et exploiter le microbiome intestinal à des fins de santé, il est nécessaire 

de caractériser la composition et les fonctions des communautés microbiennes intestinales. 

 

Figure 4 : Possibles définitions d’un microbiote intestinal sain, d’après Lloyd-Price et al., 2016.  

Panneau A : une définition taxonomique qui fait référence aux taxons associés à un microbiote sain. 

Panneau B : Les études métagénomiques ont permis de dégager des noyaux fonctionnels partagés par 

les individus en bonne santé. Panneau C : Les modèles d'assemblage écologique fournissent une autre 

définition possible d'un microbiome sain. Plusieurs processus stochastiques entrent en jeu dans 

l’établissement du microbiotes (géographie, exposition, disponibilité des micro-organismes dans 

l’environnement local de l’hôte). Panneau D : Le microbiome sain peut également être caractérisé en 

termes de dynamique, décrite ici dans un modèle simplifié sous la forme d'un paysage énergétique 

conceptuel.  Les perturbations (flèches rouges en pointillés) peuvent soit être résistées (point vert), soit 

faire sortir le microbiome de l'état sain, après quoi un microbiome résilient reviendra à un état sain ou 

se dirigera vers un état malade. 

A. Composition taxonomique 

Le microbiote intestinal abrite environ 1013 bactéries/mL résidant dans le côlon. Cet 

environnement au potentiel redox très négatif et anaérobie a pendant longtemps rendu 

l’identification des espèces commensales difficile. L’identification reposait sur la capacité des 

expérimentateurs à isoler et cultiver ces espèces bactériennes à partir de selles humaines dans 
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des conditions de laboratoire. L’arrivée de méthodes basées sur le séquençage de la petite 

sous-unité 16S (ARNr) du gène ribosomique, a constitué une avancée majeure dans la 

caractérisation taxonomique du microbiote intestinal humain. Ces méthodes de séquençages 

fournissent un cadre phylogénétique pour l’étude de la structure et de la diversité du 

microbiome intestinal (Eckburg, 2005; Poretsky et al., 2014). Puis, le développement rapide des 

méthodes de séquençage et de l’analyse bio-informatiques a conduit à des initiatives 

internationales comme le Human Microbiome Project (HMP) (Turnbaugh et al., 2007, 2009) et 

le projet Metagenomic of the Human Intestinal Tract (MetaHit) (Qin et al., 2010). Ces projets 

ambitieux ont permis de révolutionner la description de la composition du microbiote 

intestinal. Au final, les méthodes expérimentales et informatiques déchiffrent le contenu 

génétique du microbiome intestinal humain et donnent accès à la diversité microbienne non 

cultivable. Ainsi, l'analyse de 11 850 métagénomes de l'intestin humain a permis d'identifier 

près de 2000 espèces bactériennes non cultivées avec des capacités fonctionnelles distinctes 

(Figure 5) (Almeida et al., 2019). 

D'un point de vue taxonomique, les bactéries sont classées par phyla, classes, ordres, 

familles, genres et espèces. Les Firmicutes à Gram positif et les Bacteroidetes à Gram négatif 

sont les embranchements bactériens les plus divers et les plus abondants qui colonisent le 

côlon humain. Chez les adultes en bonne santé, plus de 90 % des espèces appartiennent à ces 

deux groupes, et les Firmicutes peuvent représenter 70 % de la diversité phylogénétique 

connue (Figure 6). 
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Figure 5 : Aperçu de la phylogénie du microbiome intestinal humain, d’après (Almeida et al., 

2019). 

Une phylogénie par maximum de vraisemblance a été construite sur la base des 40 gènes marqueurs. 

Les clades distinguent les types de génomes comprenant 553 génomes appartenant au HGG et 1952 

génomes presque complets ou de qualité moyenne à l'UMGS. La première couche extérieure représente 

le phylum. La deuxième couche indique l'origine géographique des génomes par des points bleus et 

rouges. La dernière couche représente par une barre verte la prévalence du génome parmi 13133 

ensembles de données métagénomiques. 

 

Figure 6 : Représentation schématique des bactéries du microbiote intestinal d’après (Cheng et al., 

2013). 

Présentation schématique d'un arbre phylogénétique de bactéries montrant l'abondance relative des 

principaux phylums du microbiote intestinal humain. Les principaux groupes et genres, ainsi que 

certaines espèces actuellement connus pour leur importance pour la santé humaine sont indiqués. 
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Les membres du groupe des Firmicutes sont affiliés à quatre classes, à savoir les Bacilli, les 

Clostridia, les Erysipelotrichi et les Negativicutes. La classe prédominante des Clostridia englobe 

les familles les plus abondantes, Lachnospiraceae et Ruminococcaceae, qui représentent 

respectivement 50 % et 30 % du microbiome intestinal total, ainsi que les familles 

Clostridiaceae, Christensenellaceae, Eubacteriaceae et Peptostreptococcaceae  (Biddle et al., 

2013; Rajilić-Stojanović & de Vos, 2014). Les Lachnospiraceae constituent la famille la plus 

abondante et la plus diversifiée, regroupant un certain nombre d'espèces officiellement 

classées dans les genres Roseburia, Blautia, Eubacterium et Anaerostipes. Plusieurs membres de 

la famille Lachnospiraceae sont des producteurs de butyrate et présentent des propriétés 

bénéfiques pour la santé (Duncan et al., 2002; X. Liu et al., 2021). La famille des 

Ruminococcaceae regroupe les genres Faecalibacterium, Subdoligranulum et Ruminococcus, 

reconnus comme membres du groupe IV de Clostridium leptum. Parmi la famille des 

Ruminococcaceae, Faecalibacterium prausnitzii est le micro-organisme gastro-intestinal le plus 

répandu et le plus abondant pour produire de l'acétate, du butyrate, du formiate et du lactate 

(Duncan et al., 2002; Zou et al., 2021). D'après des considérations phénotypiques et 

phylogénétiques, Subdoligranulum variabile est le parent le plus proche de F. prausnitzii, 

produisant principalement du butyrate et du lactate comme produits finaux (Holmstrøm et al., 

2004).  

L'embranchement des Bacteroidetes regroupe les grandes familles Bacteroidaceae, 

Prevotellaceae, Rikenellaceae et Porphyromonadaceae. Le genre Bacteroides est le plus 

abondant mais aussi le plus variable d'un individu à l'autre (MetaHIT Consortium (additional 

members) et al., 2011). Bien que certaines espèces de Bacteroides aient été initialement 

considérées comme des micro-organismes opportunistes, elles jouent un rôle essentiel dans 

la santé intestinale en effectuant les conversions métaboliques des protéines et des glucides 

complexes en succinate, acétate et propionate, qui sont les principaux produits finaux (Rajilić-

Stojanović & de Vos, 2014).  

Les Actinobacteria, Proteobacteria et Verrucomicrobia, moins abondants, représentent les 

phyla bactériens sous-dominants chez l'Homme. Les Actinobacteria sont des bactéries à Gram 

positif communément présentes dans le tractus gastro-intestinal humain. Les membres de 

l'ordre des Bifidobacteriales (en particulier les espèces de Bifidobacterium) et des 

Coriobacteriales (principalement les espèces de Collinsella) sont très répandus depuis le début 
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de la vie. Les espèces Bifidobacterium forment une fraction dominante du microbiome 

intestinal des nourrissons, qui constituent les principaux utilisateurs de lactose. Par le biais 

d'une voie de phosphocétolase, elles produisent de l'acétate et du lactate comme principaux 

produits finaux (O’Callaghan & van Sinderen, 2016). Par ailleurs, des effets bénéfiques pour la 

santé sont associés à plusieurs membres du genre Bifidobacterium qui sont utilisés 

commercialement comme probiotiques. En réalité, certains membres des genres Lactobacillus 

et Bifidobacterium constituent la grande majorité des ingrédients fonctionnels présents dans 

les produits alimentaires actuellement commercialisés. Les membres de l'ordre des 

Actinobacteriales, également connus sous le nom d'Actinomycetales, sont rarement détectés 

dans le tractus gastro-intestinal (Rajilić-Stojanović & de Vos, 2014). Les protéobactéries sont 

des bactéries Gram-négatives particulièrement diversifiées, bien que peu abondantes, 

puisqu’elles représentent seulement 1 % du microbiome intestinal. Une espèce clé au sein du 

phylum Verrucomicrobia a été détectée dans le tractus gastro-intestinal humain. Akkermansia 

muciniphila a été décrite en 2004 comme une bactérie gastro-intestinale humaine unique 

capable de se développer dans le mucus intestinal comme unique source de carbone (Derrien 

et al., 2004).  

Ces grands projets ont permis de mettre en évidence une grande variabilité phylogénétique 

de l’ensemble des communautés microbiennes propres à chaque individu (MetaHIT 

Consortium (additional members) et al., 2011). Cette variabilité indique un degré élevé de 

redondance fonctionnelle entre les micro-organismes intestinaux ce qui leur confère stabilité 

et résilience.  

La démocratisation des technologies de séquençage à haut débit, permet de ne plus se 

focaliser seulement sur les gènes de la sous-unité de l’ARN 16S mais d’explorer les gènes 

codant pour d’autres fonctions. A ce titre, la collection de génomes de bactéries gastro-

intestinales humaines (HGG) a permis d'améliorer encore la compréhension de la composition 

et des fonctions bactériennes (Forster et al., 2019). 

B. Les fonctions digestives 

Coexistant de manière stable au sein d'un réseau trophique complexe, le microbiome 

intestinal remplit de nombreuses fonctions essentielles à la physiologie humaine. Parmi ces 

fonctions on retrouve de processus de digestion. Les micro-organismes anaérobies du tractus 

gastro-intestinal sont impliqués dans les processus de fermentation, la régulation de 
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l'absorption des aliments par la métabolisation des sels biliaires, la biosynthèse de composés 

bioactifs, tels que les vitamines et les neurotransmetteurs, et l'élimination des toxines exogènes 

(Bernalier-Donadille, 2010; S. V. Lynch & Pedersen, 2016). Formant une unité structurelle, le 

microbiome intestinal joue un rôle important dans la digestion en assurant la conversion des 

macronutriments en une variété de métabolites d'origine microbienne. En fait, la dégradation 

des macronutriments, y compris les glucides, les protéines et, dans une moindre mesure, 

les graisses, est l'une des principales fonctions codées dans le microbiome intestinal 

(Figure 7) (Lozupone et al., 2012; Oliphant & Allen-Vercoe, 2019). 

 

Figure 7 : Diversité fonctionnelle du microbiome intestinal humain, d’après Lozupone et al., 2012 

Dans le cadre du Human Microbiota Project (HMP), la diversité phylogénétique des communautés 

fécales a été analysée à l'aide de l'ARNr 16S (panneau de gauche). Les embranchements microbiens 

présentent une énorme diversité en termes d'abondance. Ces microbes disparates sur le plan 

taxonomique remplissent souvent des fonctions métaboliques similaires, assurant des processus 

métaboliques essentiels. La diversité fonctionnelle (panneau de droite) indique la redondance des voies 

dominantes pour les métabolismes centraux des hydrates de carbone et des acides aminés. D'autres 

fonctions du microbiome intestinal comprennent la signalisation cellulaire et le transport membranaire, 

la biosynthèse des cofacteurs et des vitamines.  

Lors de la digestion, le nombre réduit d'amylases humaines dans la sphère orale ne permet 

d’hydrolyser que très peu de macronutriments. Ces composants alimentaires sont ensuite 

hydrolysés par les enzymes pancréatiques et sont facilement absorbés dans l'intestin grêle. 

Cependant, de grandes quantités de ces macronutriments peuvent atteindre le côlon, 
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soit en échappant à la digestion primaire médiée par l'hôte en raison de la saturation des 

systèmes de transport, soit en résistant, grâce à la complexité structurelle de ces 

biomolécules polymériques (Oliphant & Allen-Vercoe, 2019). A ce titre, il a été estimé que 2 

à 10 g/jour de sucres simples, 3 à 9 g/jour de protéines et 20 à 40 g/jour de glucides (simples 

ou complexes) ne sont pas complètement assimilés dans l'intestin grêle des personnes suivant 

un régime alimentaire occidental (Klurfeld et al., 2018). Dans les pays où les apports en céréales 

complètes, légumineuses, fruits et légumes sont plus élevés, la quantité de glucides pourrait 

atteindre 50 g/jour (Englyst et al., 2007). En raison des fluctuations quotidiennes de l'apport 

alimentaire et des différences individuelles dans le fonctionnement de l'intestin, des 

incertitudes subsistent quant aux quantités et aux types exacts de macronutriments disponibles 

pour la fermentation bactérienne (J. Mann et al., 2007). Néanmoins, le gros intestin constitue 

un environnement favorable à l'hydrolyse et à la fermentation de substrats non 

digestibles par les bactéries commensales.  

Sous forme de mono- et di-saccharides simples ou d'oligo- et polysaccharides complexes, 

ou encore de glycoconjugués, les glucides sont l'une des principales sources de nutriments 

dans l'alimentation humaine et jouent un rôle fondamental dans tous les systèmes vivants. Ils 

constituent des sources de carbone essentielles pour le stockage de l'énergie (amidon chez les 

plantes, glycogène chez les métazoaires et les champignons), pour la structure (cellulose, 

hémicelluloses et pectines des parois cellulaires des plantes, chitine des exosquelettes des 

arthropodes), pour les interactions hôte-pathogène, la transduction des signaux, 

l'inflammation et le trafic intracellulaire (Wali et al., 2021). 

Présents dans les céréales, les légumineuses, les fruits et les légumes, les glucides, qui vont 

des mono- et di-saccharides, tels que le glucose, le fructose, le saccharose et le lactose, à une 

multitude de polysaccharides complexes, généralement des oligosaccharides et de l'amidon 

résistant, représentent 45 à 70 % de l'apport et de la dépense énergétique totale (Terrapon et 

al., 2015). Il convient de noter que les mono- et di-saccharides qui échappent à la digestion 

médiée par l'hôte peuvent être rapidement consommés par le microbiome intestinal mais 

produisent peu d’énergie comparés aux structures plus complexes. Néanmoins, ces 

structures plus complexes nécessitent des réactions biochimiques en aval de leur 

métabolisation par les bactéries intestinales. Ce démantèlement biochimique va lui aussi 

être réalisé par les bactéries, ce qui conduit à la production de substrats pour des voies 
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métaboliques tel que la voie d'Embden-Meyerhof-Parnas (glycolyse), la voie d'Entner-

Doudoroff ou la voie du pentose phosphate qui permettent de produire du pyruvate et 

ultérieurement de l’ATP (Wolfe, 2015). 

Les bactéries anaérobies sont les principaux acteurs de la dégradation des substrats 

alimentaires en produits métaboliques d'origine bactériennes. Par conséquent, le microbiome 

intestinal a un rôle fondamental dans la physiologie de l'hôte, à la fois positif et négatif, 

exerçant son influence à la fois localement dans le tractus intestinal et de manière 

systémique via l'absorption de métabolites dérivés du microbiome, y compris les acides gras 

saturés et les vitamines (Krautkramer et al., 2020). Les relations entre les bactéries et leurs hôtes 

déterminent la composition et les fonctions microbiennes. En général, les différents facteurs 

qui influencent la distribution des micro-organismes associés et la physiologie de l'hôte 

suscitent un grand intérêt. L'alimentation est l'un des facteurs les plus importants qui 

façonne la structure du microbiome intestinal, influençant ainsi la santé humaine. 

C. La signature écologique 

Si les communautés microbiennes s'assemblent sur la base de la couverture d'un ensemble 

de fonctions essentielles tout en sélectionnant parmi une vaste métapopulation de 

colonisateurs potentiels, elles sont susceptibles d'être écologiquement diverses, à la fois en 

termes de richesse (nombre de taxons présents) et de régularité (abondance de nombreux 

constituants microbiens). La sélection naturelle des bactéries commensales intestinales a 

été façonnée au cours de l’évolution par de nombreux facteurs, intrinsèques et 

extrinsèques qui dessinent la signature écologique.  

Traversant transitoirement la lumière du tractus gastro-intestinal, la grande majorité des 

bactéries intestinales sont distribuées dans l'espace en fonction des propriétés du 

microenvironnement local qui entraîne des variations à la fois de la prévalence et de 

l'abondance des taxons (Tropini et al., 2017). Puisque le microbiome intestinal reflète les 

propriétés physiologiques d'une région donnée du tractus gastro-intestinal, sa densité et sa 

composition varient considérablement en fonction des gradients physico-chimiques, 

immunologiques et nutritionnels le long de l'intestin. Le tractus intestinal est donc stratifié à la 

fois sur un axe transversal et longitudinal (Macpherson & McCoy, 2013).  
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Dès l’enfance, la composition et les fonctions du microbiome intestinal sont personnalisées 

et fortement façonnées par une succession d'événements de colonisation et de sélection de 

micro-organismes provenant de l'environnement. Chaque microbiome est modulé en fonction 

d’évènements spécifiques à l'enfant, notamment la date de gestation, le mode d'accouchement 

à la naissance, les méthodes d'alimentation au lait et la période de sevrage (Koenig et al., 2011). 

Bien que les événements survenus au début de la vie aient des effets importants sur le 

microbiome intestinal, celui-ci conserve un certain degré de flexibilité.  

Le microbiote intestinal subit aussi les contraintes génétiques de son hôte (Benson et al., 

2010). Les caractéristiques individuelles physiologiques telles que l’âge, le sexe, l'origine 

ethnique et l'indice de masse corporelle (IMC) contribuent à son façonnement (Dao & Clément, 

2018; Rothschild et al., 2018). Il existe une interaction complexe entre l'alimentation, le 

microbiote intestinal et la physiologie de l'hôte. En particulier, les fluctuations circadiennes et 

la rythmicité de l'alimentation induisent des fluctuations microbiennes et ont un impact sur la 

physiologie de l'hôte (Zarrinpar et al., 2014).  

Néanmoins, les aspects environnementaux dominent les caractéristiques intrinsèques de 

l'hôte dans la formation de la composition du microbiome intestinal (Rothschild et al., 2018). 

Parmi ces facteurs extrinsèques, nombreux sont liés au mode de vie et aux habitudes culturelles 

de l’hôte. La région géographique a un impact très variable : selon que l'hôte est dans un milieu 

urbanisé ou non, il est plus ou moins impacté par la pollution ou exposé à des xénobiotiques 

(Aron-Wisnewsky et al., 2022; De Filippo et al., 2010). Parmi les habitudes, la fréquence de la 

pratique d’exercices physiques a aussi un impact sur la composition du microbiote intestinal 

(Lozupone et al., 2012), mais le facteur qui a l’un des impacts le plus important est l’alimentation 

(Kolodziejczyk et al., 2019). 

D’un point de vue de la signature écologique, un microbiote en bonne santé est 

généralement associé à une grande diversité microbienne (Turnbaugh et al., 2007) et une 

stabilité temporelle et fonctionnelle (Flores et al., 2014). Ce qui suggère qu’un microbiote sain 

pourrait inclure un noyau fonctionnel appelé microbiome central qui contient des familles de 

gènes, des modules métaboliques et des voies de régulation, qui ensemble, favorisent une 

écologie stable associée à l’hôte (Martiny et al., 2015; Z. Xu et al., 2014). Ce concept de 

microbiome central a été utilisé pour avancer la compréhension des processus écologiques et 

évolutifs, en particulier en identifiant un noyau commun de microbes dans les communautés 
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microbiennes taxonomiquement définies. L'objectif était de trouver des groupes de microbes 

répandus chez la population hôte pour mieux comprendre leur fonction biologique. 

Cependant, des preuves croissantes ont montré que les taxons rares sont également 

importants pour la fonction de l'écosystème hôte et microbien, ce qui a conduit à une mesure 

plus précise du microbiome central (Risely, 2020). Cette mesure prend en compte leur stabilité 

temporelle (noyau temporel) (Caporaso et al., 2011), leur influence écologique (noyau 

écologique) (Toju et al., 2018) et leurs propriétés fonctionnelles (noyau fonctionnel) 

(Turnbaugh et al., 2009) pour mieux comprendre leur impact potentiel sur le phénotype de 

l'hôte. 

D. La nature dynamique 

L'écosystème intestinal possède la capacité de résister aux perturbations, telles que 

l'introduction d'un agent pathogène, des changements alimentaires ou la prise de 

médicaments, grâce à son équilibre dynamique. Il est donc capable de retrouver son état 

d’équilibre initial après avoir été perturbé. Ces caractéristiques sont connues sous les termes 

de résistance et de résilience. (Bäckhed et al., 2012). Comme illustré dans la Figure 4D, ce 

système dynamique peut revenir à son état stable après avoir subi une perturbation à moins 

que la fluctuation soit suffisamment importante pour que le système ne puisse lui résister. Dans 

ce cas précis, le système pourra soit trouver un nouvel état d’équilibre grâce à sa résilience, 

soit perdre l’état d’équilibre et entrer dans un état de dysbiose.  

Un microbiote en bonne santé peut donc être défini comme étant résistant et résilient. 

Cette stabilité peut en partie être attribuée à différents taxons capables de persister dans 

l'intestin pendant de nombreuses années (Faith et al., 2013). Il reste encore à clarifier les 

mécanismes spécifiques permettant à certains taxons de persister, mais il est intéressant de se 

poser la question de savoir si ces mécanismes sont liés aux principes fondamentaux qui sous-

tendent l'assemblage du microbiome (Lloyd-Price et al., 2016). Si les communautés 

microbiennes se forment principalement pour remplir un ensemble de niches fonctionnelles 

adaptées à leur environnement (Shafquat et al., 2014), les espèces jouant un rôle clé dans le 

métabolisme, la signalisation, l'immunomodulation ou d'autres fonctions au sein d'un 

assemblage spécifique peuvent être plus stables dans le temps que celles qui se trouvent à la 

périphérie fonctionnelle. 
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Par ailleurs, il est bien établi qu'une dysbiose est un facteur de risque pour le 

développement d'états physiopathologiques (Wilmanski et al., 2021). Des changements 

significatifs dans la diversité et la composition des communautés microbiennes intestinales 

sont devenus des caractéristiques de nombreuses maladies, dont le syndrome du côlon 

irritable (IBS) (Carroll et al., 2012; Tap et al., 2017) et les troubles métaboliques complexes, 

appelés syndrome métabolique. De même, la caractérisation du microbiome intestinal est un 

outil performant pour distinguer les personnes maigres des personnes obèses (Ridaura et al., 

2013). 

En général, les altérations substantielles de la structure de la communauté microbienne 

pourraient être une cause majeure de maladies non transmissibles, telles que les maladies 

cardiovasculaires, le cancer, les maladies respiratoires chroniques, le diabète, la santé mentale 

et les troubles neurologiques (Lloyd-Price et al., 2017). On ne sait généralement pas si ces 

associations sont simplement corrélatives ou une conséquence de l'état de santé, si elles 

peuvent causer la maladie ou y contribuer. Toute perturbation de l'équilibre entre le 

microbiome intestinal et l'hôte serait associée à des modifications du réseau trophique 

anaérobie complexe et de la fonctionnalité de l'écosystème intestinal, y compris des 

activités de fermentation bactérienne. 

Avec pour objectif de prévenir les dysbioses et l’état de déséquilibre de l’écosystème 

intestinal, les stratégies nutritionnelles font l’objet d’une grande attention (Oliphant & Allen-

Vercoe, 2019). Les nutriments d’origine alimentaire ont la capacité de façonner cet écosystème 

et influencer les proportions relatives d’espèces bactériennes (David et al., 2014). En particulier, 

les apports en graisses et en protéines ont été étudiés pour déterminer leur influence sur la 

composition du microbiome intestinal (Kolodziejczyk et al., 2019). Cependant, la plupart des 

études se sont concentrées sur l'apport en glucides alimentaires complexes, y compris les fibres 

alimentaires non digestibles (Walker et al., 2011) l'amidon résistant (Martínez et al., 2010) et les 

prébiotiques contenant des glucides (Davis et al., 2011).  

2. Stratégie nutritionnelle basée sur les prébiotiques 

Le changement des modes de vie humains, incluant l'adoption d'un régime alimentaire 

transformé et la modernisation rapide de la société, a été associé à une perturbation du 

métabolisme chez l'homme, particulièrement dans les pays occidentaux (E. D. Sonnenburg & 
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Sonnenburg, 2019). Les habitudes alimentaires typiques de l'occident, qui privilégient l'amidon 

transformé et le saccharose, ont été liées à une altération de l'équilibre du microbiome 

intestinal. L'apport élevé en calories associé à une faible consommation de fibres alimentaires 

est considéré comme un facteur de risque pour la santé. Les marqueurs métaboliques de 

l'obésité associés à un régime alimentaire occidental sont liés à une réduction de la diversité 

microbienne intestinale (Le Chatelier et al., 2013). Des études ont montré que les modes de vie 

urbanisés et industrialisés sont associés à une perte de diversité microbienne intestinale et à 

une perte de fonctionnalité métabolique comparée aux populations rurales anciennes et 

traditionnelles (De Filippo et al., 2010; Wibowo et al., 2021). En outre, la signature microbienne 

des populations non industrialisées ressemble à celle de nos ancêtres humains, tandis que les 

populations industrialisées ont connu une divergence de cette signature microbienne (Olm & 

Sonnenburg, 2021). 

La modification des habitudes alimentaires est considérée comme la principale cause de la 

diminution de la diversité microbienne dans les populations des pays industrialisés et de la 

prévalence accrue de maladies non transmissibles au cours du dernier siècle. Les scientifiques 

ont développé des stratégies nutritionnelles pour maintenir ou restaurer l'équilibre de 

l'écosystème intestinal et ainsi réduire les risques de développer ces maladies. Parmi ces 

stratégies, on trouve le concept de prébiotique. 

A. Le concept de prébiotique 

La compréhension du concept de prébiotique a évolué en parallèle avec notre 

connaissance des interactions entre l'alimentation, le microbiome et l'hôte. Au fil des avancées 

de la recherche scientifique, de l'intérêt grandissant des consommateurs et des innovations 

technologiques, de nouveaux aspects ont été graduellement intégrés. 

En 1995, le concept de prébiotique a émergé, ce qui a conduit l'ISAPP, un groupe d'experts 

universitaires et industriels, à se réunir pour définir précisément les prébiotiques et leur champ 

d'application. Gibson et Roberfroid ont défini le terme prébiotique comme un "ingrédient 

alimentaire non digestible qui a un effet bénéfique sur l'hôte en stimulant sélectivement 

la croissance et/ou l'activité d'une ou d'un nombre limité de bactéries dans le côlon, et 

qui améliore ainsi la santé de l'hôte"(Gibson & Roberfroid, 1995). A ce moment-là, l’attention 

portait principalement sur des fructooligosaccharides (FOS) et leur capacité à stimuler la 

croissance des bactéries du genre Bifidobacteria (activité bifidogène).  
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En 2004, dans le but de faciliter la caractérisation de composés à potentiel prébiotique le 

concept a été révisé. Les ingrédients pour prétendre au statut doivent démontrer les trois 

attributs suivants : (i) résistance à l'acidité gastrique, à l'hydrolyse par les enzymes des 

mammifères et à l'absorption gastro-intestinale ; (ii) fermentation par la microflore 

intestinale ; (iii) stimulation sélective de la croissance et/ou de l'activité des bactéries 

intestinales associées à la santé et au bien-être. Cette caractéristique implique de décrire la 

composition du microbiome intestinal, qui confère des propriétés bénéfiques pour la santé, 

ainsi qu'une meilleure caractérisation de sa fonctionnalité (Gibson et al., 2004). L'inclusion de 

ces critères a élargi le concept en soulignant le fait que les prébiotiques ne sont pas digérés 

mais plutôt fermentés par les microbes intestinaux dans le tube digestif. Parmi les glucides 

alimentaires, l'inuline/FOS, les galactooligosaccharides (GOS) et le lactulose ont été désignés 

comme ingrédients prébiotiques.  

En 2007, différents aspects ont été réévalués afin de valider et d'étendre le concept de 

prébiotique proposé précédemment. En ce qui concerne l'ingrédient fermenté, il est essentiel 

de préciser la nature des prébiotiques car différents types de molécules peuvent avoir des 

effets variables sur les populations bactériennes (Roberfroid, 2007). Ces produits alimentaires 

aux propriétés prébiotiques engendrent des modifications microbiennes "spécifiques" 

liées à des micro-organismes sélectifs. La quantification de l'augmentation bactérienne, en 

particulier du genre Bifidobacterium, ainsi que la description des activités associées à la prise 

régulière de prébiotiques ont été considérées comme caractérisant une relation dose-réponse. 

Après avoir envisagé à l'origine les changements microbiens chez l'Homme uniquement, le 

concept a été étendu aux écosystèmes coliques des animaux. En conséquence, des 

démonstrations expérimentales et des études d'intervention sur l'homme et/ou l'animal sont 

nécessaires pour évaluer les effets des prébiotiques. 

En 2010, plusieurs aspects clés du concept de prébiotique ont été discutés pour clarifier ce 

concept (Roberfroid et al., 2010). En ce qui concerne l'activité dans le microbiote gastro-

intestinal, il est nécessaire de fournir des preuves scientifiques à l'aide des technologies 

les plus récentes pour évaluer l'impact des prébiotiques sur le microbiome intestinal, y 

compris les profils métaboliques, la signalisation moléculaire et les interactions entre les 

cellules procaryotes et eucaryotes. Les effets physiologiques doivent être établis dans le 

cadre d'essais contrôlés et corrélés à des changements sélectifs dans la composition ou 
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l'activité du microbiote intestinal. La spécificité a été considérée comme une condition clé qui 

doit être démontrée in vivo dans le microbiote intestinal complexe de l'homme (ou de l'animal) 

en utilisant les méthodologies les plus pertinentes et validées pour quantifier la grande variété 

de genres/espèces composant le microbiote intestinal. En ce qui concerne les changements 

spécifiques, l'augmentation du nombre de Bifidobacterium est considérée comme un marqueur 

de la santé intestinale pouvant être étendu à d'autres genres ou espèces. Toutefois, il reste à 

prouver définitivement que ces changements sont bénéfiques pour la santé de l'hôte. En 

réalité, les effets physiologiques et physiopathologiques bénéfiques des prébiotiques ne se 

limitent pas au côlon, mais peuvent également affecter l'ensemble de l'organisme et contribuer 

à réduire le risque de pathologies intestinales et systémiques. 

En 2015, Bindels et al. ont proposé une nouvelle définition plus complète des prébiotiques, 

en mettant en avant leur caractère "spécifique" ou "sélectif" pour les groupes taxonomiques 

bénéfiques pour la santé ou pour les activités métaboliques bénéfiques (Bindels et al., 2015). 

Cependant, cette exigence d'effet spécifique sur les taxons bénéfiques à la santé va à l'encontre 

de notre compréhension actuelle de l'écologie du microbiome intestinal et de sa relation avec 

la santé. En effet, les changements induits par les prébiotiques ne peuvent être aussi sélectifs 

qu'on le pensait, notamment en raison de la redondance fonctionnelle entre les différents 

habitants de l'intestin et de l'alimentation croisée. Il n'y a pas de glucide qui soit fermenté par 

un ou deux groupes bactériens seulement dans l'intestin, et aucun n'est fermenté par tous. La 

définition a donc été adaptée à la compréhension actuelle du microbiome intestinal : "un 

composé non digestible qui, par sa métabolisation par les micro-organismes de l'intestin, 

modifie la composition et/ou l'activité du microbiote intestinal, conférant ainsi un effet 

physiologique bénéfique à l'hôte". En supprimant l'exigence de sélectivité ou de spécificité 

du concept de prébiotique, l'accent est désormais mis sur la caractérisation de la composition 

et des caractéristiques fonctionnelles du microbiote intestinal, qui sont plus susceptibles d'être 

pertinentes pour la physiologie de l'hôte, ainsi que sur la recherche des mécanismes sous-

jacents. Cette définition met l'accent sur le lien de causalité entre la métabolisation 

microbienne du composé, la modulation du microbiote intestinal qui en résulte et les effets 

physiologiques bénéfiques pour l'hôte. 

En 2017, la communauté scientifique a révisé la définition des prébiotiques proposée par 

l'ISAPP. Le groupe d'experts a présenté une définition consensuelle qui stipule que les 
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prébiotiques sont des "substrats sélectivement utilisés par les micro-organismes de l'hôte, 

conférant un avantage pour la santé" (Gibson et al., 2017). Bien que les glucides alimentaires 

soient les prébiotiques les plus courants, cette définition élargit le concept pour inclure des 

substances non glucidiques tels que les polyphénols et les acides gras polyinsaturés, ainsi que 

des applications à d'autres sites corporels que le tractus gastro-intestinal et diverses catégories 

autres que l'alimentation. Toutefois, le lien de causalité entre l'influence sur le microbiote 

intestinal et l'effet physiologique doit être démontré par des biomarqueurs de santé 

reproductibles dans des études humaines ou animales randomisées et contrôlées. La sécurité 

et l'utilisation à une dose appropriée sont implicitement incluses dans cette définition. Une 

dose appropriée doit être suffisante pour produire un effet prébiotique sans causer d'effets 

indésirables ou néfastes tels qu'une formation excessive de gaz ou une utilisation non sélective. 

Pour qu'une substance soit considérée comme un prébiotique, ses effets sur la santé doivent 

être documentés. La condition supplémentaire d'une "utilisation sélective" par un nombre 

limité d'espèces ou de genres a été remise en question, mais les preuves scientifiques montrant 

les mécanismes sélectifs médiés par le microbiote ont été retenues. Ainsi, un prébiotique doit 

susciter un métabolisme sélectif en faveur des micro-organismes bénéfiques pour la santé sans 

être largement métabolisé. Les objectifs des prébiotiques vont au-delà de la stimulation des 

bifidobacteries et des lactobacilles et reconnaissent que les avantages pour la santé peuvent 

découler des effets sur d'autres taxons bénéfiques. 

Ce travail de fond destiné à l’élaboration d’un consensus scientifique, est essentiel pour 

l’ensemble des acteurs en lien avec les prébiotiques. D’abord pour les chercheurs, ces travaux 

permettent d’établir des méthodologies pour évaluer au mieux les composés à potentiel 

prébiotique (Scott et al., 2019). Cette définition consensuelle des prébiotiques est également 

un guide pour l'industrie agroalimentaire et les parties prenantes impliquées dans la recherche 

de nouvelles thérapies et d'aliments fonctionnels. Elle est utile aux agences de réglementation 

et aux décideurs politiques pour élaborer des lois et des règlements, aux fournisseurs et 

fabricants pour caractériser avec précision les prébiotiques et leurs avantages pour la santé, 

ainsi qu'aux fabricants de produits finis pour formuler et étiqueter correctement les produits 

prébiotiques. Ainsi, les produits commercialisés ne peuvent pas exagérer les preuves des 

avantages pour la santé et évitent les messages trompeurs. De plus, cette définition permet 

aux consommateurs de comprendre les termes utilisés sur les étiquettes des produits, et elle 
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permet aux médias et aux éditeurs d'articles scientifiques d'utiliser correctement le terme 

"prébiotique". 

B. Les composés chimiques au potentiel prébiotique 

La catégorisation d'une substance prébiotique est compliquée en raison du 

chevauchement entre les définitions des prébiotiques et des fibres alimentaires. Dérivés de la 

paroi cellulaire des légumes, des légumineuses, des céréales et des fruits, la plupart des 

prébiotiques acceptés et candidats sont des polysaccharides non digestibles qui répondent 

aux critères des fibres alimentaires (Jones, 2014; Rezende et al., 2021).  

Les fibres alimentaires sont classées en quatre catégories distinctes : les polymères 

glucidiques, les polysaccharides non amylacés, les amidons résistants, et les composés 

phytochimiques associés non glucidiques, tels que les composés phénoliques, les saponines, 

les phytates et les phytosterols (Cronin et al., 2021; Stephen et al., 2017). Comme les glucides, 

certains de ces composés phytochimiques ont une faible biodisponibilité, ce qui suggère qu'ils 

peuvent échapper à l'absorption dans l'intestin grêle. Par exemple, il a été estimé que 5 à 10 % 

de l'apport total en polyphénols végétaux atteignent le côlon. En tant que co-passagers des 

fibres alimentaires, les polyphénols peuvent être métabolisés par le microbiome intestinal à 

des degrés divers (Cardona et al., 2013).  

Toutes les fibres fermentescibles sont des prébiotiques candidats à condition qu'elles 

soient métabolisées de façon sélective par le microbiote de l'hôte et qu'elles favorisent la santé 

et le bien-être. Les prébiotiques sont souvent assimilés aux fibres alimentaires, mais seul un 

sous-ensemble de fibres alimentaires peut être qualifié de prébiotique (Verspreet et al., 2016).  

Sous forme de, di-, oligo- et poly-saccharides, ainsi que de glycoconjugués, les saccharides 

présentent une complexité structurelle remarquable, due à la grande diversité des éléments 

constitutifs des monosaccharides, la diversité de combinaisons possibles entre les 

monosaccharides et à la possibilité de nombreuses liaisons glycosidiques donnant naissance à 

des molécules linéaires simples et à des molécules complexes et ramifiées. Les oligo- et 

polysaccharides complexes, également appelés glycanes, constituent les biomolécules 

polymères les plus hétérogènes et les plus abondantes dans la nature. Avec une méthodologie 

originale, Bernard Henrissat et son équipe ont estimé grossièrement que dans la nature existait 

de l’ordre de quelques milliers de glycanes métabolisables par les bactéries (Lapébie, 2019). 
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La classification primaire des glucides alimentaires est basée sur la chimie, c'est-à-dire le 

poids moléculaire, la nature des monomères individuels, le degré de polymérisation (DP) et le 

type de liaison (α ou β), comme convenu lors de la consultation d'experts de l'Organisation des 

Nations unies pour l'alimentation et l'agriculture et de l'Organisation mondiale de la santé en 

1997 (Consultation d’experts FAO/WHO, 1998). Au-delà de la chimie, les glycanes constituent 

un groupe diversifié de substances ayant une gamme d'effets fonctionnels. Leur classification 

peut également comprendre les dimensions nutritionnelles qui reflètent leurs effets 

physiques dans la matrice alimentaire et la transformation des aliments, les 

fonctionnalités spécifiques pour la santé en ce qui concerne les prébiotiques, et l'origine 

biologique en ce qui concerne les fibres alimentaires.  

En tant que source d’énergie pour les bactéries du microbiote intestinal les glycanes sont 

généralement des fibres alimentaires issues de matières végétales. On peut tout de même 

retrouver dans le tractus gastro-intestinal des sucres d’origines animales ou microbiennes. 

Certains glycanes produits par des cellules de l’épithélium de l’hôte sont retrouvés dans la 

couche dense de mucine qui forme une barrière protectrice entre l’épithélium intestinal et le 

contenu luminal. Ces glycanes constituent aussi une source nutritive pour les bactéries lorsque 

l'hôte est entre deux repas ou lorsqu'il n'y a pas de glycanes alimentaires appropriés (Cockburn 

& Koropatkin, 2016). Plusieurs centaines de structures de glycanes différentes ont été 

identifiées dans le lait maternel humain dont les oligosaccharides complexes du lait maternel 

(HMO) (Ninonuevo et al., 2006). Ces glycanes sont composés d’unité répétitives de lactose ou 

de N-acétyl-lactosamine, souvent lié à des acides sialiques ou des fucoses avec une similitude 

structurelle avec les glycanes présents dans le mucus. La plupart des HMO ne sont pas digérés 

par les enzymes humaines, suggérant qu'ils ont évolué en tant que prébiotiques naturels pour 

guider le développement du microbiote intestinal du nourrisson en stimulant sélectivement la 

croissance de certaines espèces (Koropatkin et al., 2012). 

Cette grande diversité de sources induit une grande diversité de structures physico-

chimiques disponibles pour les micro-organismes commensaux. Les caractéristiques qui les 

différencient, comme la composition en monomères, la présence de ramifications, ou de 

substituants (protéines, alcool, lipides), ou encore la taille et la solubilité influencent la 

biodisponibilité et par conséquent la digestibilité par les bactéries.  
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Le concept de sucres disponibles pour le microbiote (MAC) fait référence aux sucres non 

digestibles par l’hôte mais métaboliquement disponibles pour la fermentation par les bactéries. 

La quantité de MAC alimentaires dans les sources de nourriture diffère d'un individu à l'autre 

en fonction de son microbiome intestinal. Ce concept se concentre sur l'étude des capacités 

métaboliques d'un aliment ou d'un nutriment spécifique dans un microbiome particulier. Pour 

pouvoir utiliser les MAC comme outil prometteur pour modifier la communauté microbienne 

intestinale de manière rationnelle dans les interventions alimentaires, il est important de 

comprendre la digestibilité microbienne des glucides alimentaires par le microbiome intestinal. 

C. La fermentation des sucres par les bactéries 

La fermentation des glucides alimentaires est un processus essentiel qui est régulé par les 

communautés microbiennes présentes dans l'intestin. Le côlon est considéré comme le 

principal lieu de fermentation des glucides complexes car il offre des conditions propices au 

métabolisme bactérien, comme le temps de transit prolongé, le pH relativement élevé, ainsi 

que le faible potentiel d'oxydoréduction. Dans le tractus gastro-intestinal, les bactéries 

intestinales adhèrent et dégradent les sucres non digestibles. La croissance bactérienne et la 

fermentation augmentent dans le côlon proximal en fonction de la quantité de substrats 

disponibles, tandis que la disponibilité des substrats diminue progressivement dans les zones 

plus distales du côlon (Bernalier-Donadille, 2010). Les activités de fermentation sont aussi 

influencées par la forme et la taille des particules alimentaires, les ratios de macronutriments 

et le temps de transit.  

La fermentation des glucides alimentaires ou des glycanes dérivés de l’hôte par les 

bactéries entraîne la production de métabolites, principalement des acides gras à chaîne courte 

tels que l’acétate, le propionate et le butyrate (Koh et al., 2016). Ces produits de la fermentation 

servent de source d’énergie pour les bactéries et les colonocytes (Figure 8). D’autres produits 

de fermentation sont appelées molécules intermédiaires, elles comprennent le pyruvate, le 

succinate, le lactate, le 1,2-propanediol ou l'acétyl-CoA (Louis & Flint, 2017). Ces précurseurs 

bactériens peuvent être métabolisés par les bactéries en produits finaux du métabolisme 

énergétique. Cependant, ils ne sont généralement pas présents en quantité élevée dans le 

côlon des adultes en bonne santé car ils sont régulièrement métabolisés. La fermentation des 

glucides peut produire de faibles quantités mais significatives, d'alcools tels que l'éthanol, le 

propanol et le 2,3-butanediol en tant que produits finaux. De plus, la production de sous-
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produits et de produits gazeux tels que l'hydrogène (H2), le dioxyde de carbone (CO2) et le 

sulfate (SO4
2-) favorisent la progression de la fermentation (Louis & Flint, 2017). L'utilisation de 

ces substrats gazeux résulte principalement d'une alimentation croisée entre les membres du 

microbiome intestinal, plutôt que de l'absorption par l'hôte (Rowland et al., 2018). 

 

Figure 8 : Digestion des sucres complexes par le microbiote intestinal (Kaoutari et al., 2014) 

Certaines bactéries du microbiote intestinal sont capables de digérer les sucres complexes attachés aux 

protéines mucines qui tapissent la muqueuse intestinale ou qui composent les fibres alimentaires. La 

digestion consiste, d’abord, en une coupure par les enzymes bactériennes des polysaccharides en leurs 

sucres simples constitutifs, puis en la fermentation bactérienne de ces sucres simples en acides gras à 

courtes chaînes (acétate, propionate et butyrate) qui sont absorbés par nos colonocytes. 

Les acides gras à chaîne courte ont été largement étudiés, en particulier pour leur rôle dans 

le métabolisme humain et les voies de signalisation dans lesquelles ils sont impliqués. Ils ont 

des effets bénéfiques sur la santé intestinale grâce à leurs nombreux effets locaux. Les 

colonocytes les utilisent principalement comme source d'énergie, contribuant ainsi à environ 

10 % des besoins caloriques quotidiens du corps humain pour un fonctionnement optimal 

(McNeil, 1984). Bien que le butyrate soit la source d'énergie préférée des colonocytes, dans 
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une moindre mesure, l'acétate et le propionate sont également utilisés (Roediger, 1980). Les 

concentrations totales d'acides gras à chaîne courte dans le colon humain varient de 50 à 

200 mmol/kg de contenu luminal, en fonction du régime alimentaire, de la composition du 

microbiote et du temps de transit intestinal (S. Macfarlane & Macfarlane, 2003). Ces 

concentrations élevées abaissent le pH du côlon, ce qui contribue à la protection contre les 

agents pathogènes et participent au maintien de l'intégrité de la barrière intestinale en 

favorisant la prolifération et l'apoptose des cellules, les jonctions serrées et la production de 

mucus (Morrison & Preston, 2016). Les acides gras à chaîne courte agissent également comme 

des molécules de signalisation microbienne, régulant ainsi le système immunitaire et la réponse 

inflammatoire en régulant l’expression des gènes des colonocytes (Duscha et al., 2020). Ils 

jouent également un rôle sur la satiété et participent à la réduction à court terme de l'appétit 

par la sécrétion du peptide 1 de type glucagon (GLP-1) et du peptide YY (PYY), ainsi qu'à 

l'amélioration de la réponse à l'insuline (Koh et al., 2016).  

D'autres sources de fermentation, telles que les protéines, les peptides et les acides aminés, 

peuvent conduire à la production de métabolites aux effets variables, parfois potentiellement 

nocifs tels que les composés phénoliques et indoliques, les amines, l'ammoniac et les acides 

aminés ramifiés (Louis & Flint, 2017).  

Les AGCC diffèrent en termes de taux de production relatifs, de concentrations et de 

producteurs bactériens. Les trois AGCC prédominants - acétate, propionate, butyrate - se 

trouvent généralement dans une proportion de 3:1:1 dans le tractus gastro-intestinal 

(Cummings et al., 1987). Les approches métagénomiques ont facilité la caractérisation des 

bactéries responsables de la production des AGCC (Vital et al., 2013 ; Reichardt et al., 2014).  
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Figure 9 : Les voies de fermentation bactérienne aboutissant à la production d'acides gras à 

chaine courte hydrolysés 

Les différentes voies impliquées dans la production d'AGCC sont présentées pour l'acétate, le butyrate 

et le propionate. Les bactéries productrices d'AGCC pour chaque voie sont également indiquées. 

L'acétate est principalement produit dans l'intestin à partir du pyruvate via l'acétyl-coenzyme A (CoA). 

Trois voies ont été décrites pour la synthèse du propionate, à savoir l'acrylate, le succinate et le 

propanediol. Les deux premières partent du phosphoénolpyruvate (PEP) et la dernière utilise des désoxy-

oses, tels que le fucose et le rhamnose. Le butyrate est produit par deux voies : la butyryl-CoA : acétate 

CoA-transférase et la butyrate kinase. 

Produit par la plupart des bactéries anaérobies intestinales, l'acétate se trouve en plus forte 

concentration dans la lumière intestinale. Il joue un rôle essentiel dans le métabolisme central 

car il joue un rôle de carrefour métabolique. Différents sous-ensembles de bactéries 

intestinales sont impliqués dans la production de propionate et de butyrate (Louis et Flint, 

2017). 

Le propionate est distribué dans un certain nombre de phyla dominants et 

relativement peu de genres bactériens (Reichardt et al., 2014). En particulier, les bactéries 

appartenant à l'embranchement des Bacteroidetes sont impliquées dans la synthèse du 

propionate par la voie principale du succinate (Figure 9). Il est intéressant de noter que 

certaines espèces de Bacteroidetes produisent du succinate plutôt que du propionate en tant 

que produits de fermentation principaux et finaux (Louis et Flint, 2017). Une autre voie de 
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synthèse du propionate est la voie du propanediol. Cette dernière fait partie des activités 

métaboliques d'A. muciniphila, qui est un producteur dominant de propionate spécialisé dans 

la dégradation des mucines (Derrien et al., 2004). Principalement en fonction de la nature des 

sucres, certains membres de la famille des Lachnospiraceae peuvent synthétiser du propionate, 

notamment Roseburia inulinivorans et les espèces Blautia, tandis que d'autres Firmicutes 

produisent du 1,2 propanediol plutôt que du propionate comme produit final. Par exemple, 

Anaerobutyricum hallii (anciennement Eubacterium hallii) utilise le 1,2-propanediol de manière 

dépendante de la cobalamine pour former du propionate (Engels et al., 2016). Une voie 

mineure de synthèse du propionate implique la voie de l'acrylate qui consiste en la conversion 

du lactate en propionate (Figure 9).  

La production de butyrate est répartie entre les membres de l'embranchement des 

Firmicutes. Par exemple, Faecalibacterium prausnitzii, Agathobacter rectalis (anciennement 

Eubacterium rectale) et les espèces de Roseburia sont les bactéries productrices de butyrate 

dominantes dans le microbiote intestinal humain. Elles peuvent le produire à la fois 

directement à partir de la fermentation de la source de carbone ou bien par la transformation 

de produits intermédiaires via l’alimentation métabolique croisée (Rivière et al., 2016 ; Louis et 

Flint, 2017). Cependant, de nombreuses Firmicutes dominantes n'ont pas la capacité de 

produire du butyrate. En fait, les membres de la famille des Lachnospiraceae présentent des 

capacités disparates à fermenter les sucres issus de l'alimentation, qui varient 

considérablement entre les espèces et les souches (Sheridan et al., 2016).  

 La formation des acides gras à chaine courte est le résultat d'une interaction complexe 

entre les glucides alimentaires, le microbiome intestinal et le métabolisme de l'hôte. La 

fermentation des glucides non digestibles par le microbiome intestinal est considérée comme 

essentielle à la médiation des bénéfices pour la santé. Une compréhension détaillée du 

métabolisme des acides gras à chaine courte par le microbiome intestinal est un enjeu 

majeur pour développer des stratégies nutritionnelles basées sur la modulation du 

microbiote intestinal efficaces.  
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3. Les mécanismes moléculaires sous-jacents à la 

dégradation des prébiotiques 

A. Les CAZymes 

L'énorme diversité des sucres dans la nature explique l'existence d'une grande variété 

d'enzymes actives sur les hydrates de carbone (CAZymes) impliquées dans leur dégradation 

spécifique  (Lapébie, 2019). L'analyse du génome humain a révélé une très faible quantité de 

gènes codant pour des CAZymes capables de décomposer cette très grande diversité de 

sucres. En effet, le génome humain comporte un nombre réduit de glycoside hydrolases (~17) 

et aucune polysaccharide lyase impliquée dans la digestion des glucides dans l'intestin (Figure 

10 à jour). L'homme ne produit qu'un ensemble restreint d'enzymes capables de digérer 

l'amidon non résistant et les oligosaccharides simples tels que le lactose, le saccharose et le 

tréhalose (Kaoutari et al., 2013).  

 

Figure 10 : Potentiel digestif du microbiote intestinal humain, d’après (Kaoutari et al., 2014) 

Le nombre de gènes dans le génome humain impliqués dans la digestion du lactose, du saccharose et 

de l'amidon est très limité, ne dépassant pas 17. Cela contraste fortement avec 1000 espèces 

bactériennes du microbiote intestinal capables de produire plus de 56 000 enzymes (GH: glycoside-

hydrolases; PL: polysaccharide-lyases) pour digérer les sucres complexes présents dans notre 

alimentation, ainsi que ceux qui se trouvent sur les muqueuses intestinales. 

Bien que le génome humain ne possède pas les enzymes nécessaires à la digestion des 

glucides alimentaires, le microbiome intestinal présente une multitude de CAZymes dédiés à 

la décomposition, à la biosynthèse ou à la modification des glucides complexes. Les micro-

organismes qui se nourrissent de glycanes complexes ont développé de vastes répertoires de 

CAZymes qui élargissent les capacités physiologies digestives. Cette fonctionnalité du 
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microbiome intestinal se reflète dans une collection de gènes codant pour des CAZymes 

importante et très diversifiée, qui représentent 1 à 5 % des séquences codantes prédites dans 

la plupart des génomes bactériens  (Lombard et al., 2014). Il est remarquable de constater 

que différentes bactéries présentes dans le côlon ont la capacité de métaboliser une large 

gamme de substrats, alors que d'autres espèces sont spécialisées dans des activités plus 

spécifiques. 

Les membres de l'embranchement des Bacteroidetes, ainsi que ceux de l'embranchement 

des Firmicutes, dominent le microbiome intestinal humain (Figure 6). Les Bacteroidetes à Gram 

négatif présentent un répertoire génétique remarquable codant pour les CAZymes, qui 

soutient l'hypothèse d'une meilleure adaptation à l'utilisation des glycanes et des 

glycoprotéines provenant de sources alimentaires (E. D. Sonnenburg et al., 2010). Comme les 

espèces de Bacteroidetes sont capables d’utiliser un grand nombre de structures 

glucidiques différentes elles peuvent être qualifiées de "généralistes" (Koropatkin et al., 

2012). À l'inverse, les génomes des Firmicutes ont tendance à présenter un faible nombre de 

gènes codant pour des CAZymes qui interviennent dans la décomposition d'une gamme moins 

diverse de polysaccharides alimentaires. A l’inverse des Bacteroidetes, les Firmicutes à 

Gram-positives sont plutôt qualifiée de "spécialistes", voire de "clés de voûte" (Ze et al., 

2012). Cette caractéristique fait référence au fait que plusieurs dégradateurs de fibres 

complexes des familles Lachnospiraceae et Ruminococcaceae ont été associés à des 

microbiomes intestinaux présentant une activité de fermentation in vitro élevée des sucres (C. 

Smith et al., 2020). L'existence d'une communauté microbienne diversifiée se traduit par 

un large répertoire de gènes codant pour des enzymes capables d'hydrolyser un plus 

grand nombre de liaisons glycosidiques et de configurations de sucres.  

Les CAZymes ont été classées en familles sur la base de leurs similitudes de séquences 

d'acides aminés (http://www.Cazy.org/) (Lombard et al., 2014). Diverses classes représentent 

les nombreuses familles de CAZymes : les glycoside hydrolases (GH) soutiennent l'hydrolyse 

et/ou le réarrangement des liaisons glycosidiques ; les glycosyltransférases (GT) conduisent la 

formation des liaisons glycosidiques ; les carbohydrate esterases (CE) catalysent l'hydrolyse des 

esters de carbohydrates ; et les polysaccharide lyases (PL) opèrent le clivage non hydrolytique 

des liaisons glycosidiques. En complément, les enzymes des activités auxiliaires (AA), y compris 

les enzymes d'oxydoréduction, peuvent alimenter la machinerie des CAZymes. Les modules de 
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liaison aux hydrates de carbone (CBM) sont également impliqués dans l'adhésion des sucres 

en présentant une structure modulaire avec des modules non catalytiques annexés aux 

enzymes ci-dessus (Cantarel et al., 2009).  

La prédiction fonctionnelle basée sur les génomes bactériens a révélé que les GH sont les 

CAZymes les plus représentatifs du microbiome intestinal humain (Kaoutari et al., 2013). Ces 

enzymes responsables du clivage des liaisons glycosidiques dans les polysaccharides et les 

oligosaccharides en unités di- et monosaccharides sont omniprésentes dans tous les règnes 

de la vie. L'exploration de la diversité des GH ne cesse de progresser, en avril 2023, 180 familles 

de GH basées sur des séquences ont été définies dans la base de données CAZy, qui est 

constamment mise à jour. Comme il existe une relation directe entre la séquence génétique 

et les similitudes de repliement, la classification CAZy reflète mieux les caractéristiques 

structurelles de ces enzymes que leur seule spécificité de substrat (Grondin et al., 2017; 

Lombard et al., 2014).  

Basée sur les séquences d'acides aminés, cette classification s'est avérée particulièrement 

robuste pour la prédiction et la caractérisation des activités des CAZymes (Lombard et al., 

2014). Les résidus clés du site actif, le mécanisme catalytique et le pliage tridimensionnel global 

sont strictement conservés, ce qui permet d'étudier la spécificité du substrat, qui est une facette 

essentielle des réponses microbiennes aux glucides. Néanmoins, la grande diversité des 

séquences illustre la difficulté de différencier l'appartenance à une famille avec des profils 

d'activité et une spécificité de substrat distincts (Hamaker & Tuncil, 2014). En réalité, les familles 

de CAZyme sont souvent "polyspécifiques" et comprennent des activités enzymatiques avec 

des variations dans la spécificité de liaison glycosidique. Une enzyme intestinale individuelle 

peut être hypothétiquement associée à la dégradation de plusieurs polysaccharides, ce 

qui conduit à des prédictions fonctionnelles ambiguës (Martens et al., 2014).  

Les CAZymes sont classées par famille, au sein d’une même famille les enzymes sont en 

général caractérisées par une machinerie catalytique identique, un mécanisme moléculaire 

similaire, mais des spécificités de substrats pouvant être différentes. C’est sur la stéréochimie 

du sucre et ses détails que s’appuie l’enzyme pour réaliser une reconnaissance sélective. Les 

grandes familles peuvent agir sur des substrats différents, par exemple la famille GH13 contient 

plus de 30 activités enzymatiques différentes désignées par un numéro EC. Ces grandes 
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familles ont été divisées en sous-familles car il a été établi que les sous familles corrèlent mieux 

avec la fonction que les familles. Par exemple, on compte 46 sous-familles de la GH13.  

B. Les PULs 

L’étude approfondie des capacités enzymatiques des Bacteroidetes, en tant que bactéries 

modèles de dégradation des polysaccharides dans l’intestin, a conduit à l’identification d’une 

machinerie d’importation et de dégradation codée dans des groupes de gènes contigus et 

corégulés incluant les gènes des CAZymes, connus sous le nom de locus d’utilisation des 

polysaccharides (PUL). 

Ce terme a été utilisé pour la première fois par Bjursell, Martens et Gordon en 2006 pour 

décrire la mécanistique moléculaire du système d’utilisation de l’amidon (SUS) chez Bacteroides 

thetaiotaomicron (Bjursell et al., 2006). Ce système code pour tous les composants nécessaires 

au métabolisme de l’amidon, il comprend les protéines de liaison, de dégradation, de transport 

et de détection des sucres  (Martens, Roth, et al., 2009).  

a. Le fonctionnement du PUL 

Nécessaires à la conversion des polysaccharides extracellulaires en monosaccharides 

intracellulaires, les gènes codant pour le système SUS sont généralement associés à trois 

protéines de liaison aux glycanes de surface (SGBP), SusD, SusE et SusF, afin de recruter 

l'amidon à la surface de la cellule, où il est clivé en malto-oligosaccharides par la CAZyme SusG, 

localisée dans la membrane externe. Ces derniers sont ensuite transportés dans le périplasme 

par le transporteur dépendant de TonB (TBDT), SusC, où ils sont dégradés en glucose par les 

CAZymes spécifiques de la liaison, SusA et SusB. La protéine régulatrice SusR, liée à la 

membrane interne, contrôle l'expression des gènes susA-G en réponse à la présence de malto-

oligosaccharides dans le périplasme (Martens et al., 2011; E. D. Sonnenburg et al., 2010) (Figure 

11). 

Les PULs fonctionnement globalement en deux étapes, une initiation extracellulaire 

puis une déconstruction intra-périplasmique. L’internalisation du polysaccharide dans le 

milieu intra-périplasmique permet d’éviter la compétition avec le monde extérieur. On peut 

qualifier cette fonction d’égoïste. La signature du PUL est donc la fonction de transport pour 

internaliser la substance riche en énergie.  
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Il existe une diversité structurelle considérable des protéines SGBP qui rend compte de la 

spécificité nécessaire pour permettre aux bactéries de métaboliser une grande diversité de 

sucres complexes (Grondin et al., 2017). Pour métaboliser les substrats complexes avec une 

grande diversité de liaisons osidiques certains PULs contiennent plusieurs CAZymes, il est aussi 

possible de devoir faire appel à plusieurs PUL pour dégrader un seul et même substrat 

complexe. L’ordre des gènes dans le PUL n’a pas d’importance, car c’est la spécificité des 

enzymes qui définit l’affinité d’un PUL pour son substrat (Terrapon et al., 2018). Le nombre 

d’enzyme pour un système donné est directement corrélé à la complexité du substrat 

(Hemsworth et al., 2016; Koropatkin et al., 2012). Certaines CAZymes vont libérer le plus 

souvent des oligosaccharides en tant qu'endoglycosidases et/ou lyases de polysaccharides 

ancrées à la surface des cellules. D'autres CAZymes spécifiques de liaisons agissent dans 

l'espace périplasmique pour générer des mono- et/ou di-saccharides avant d'être importés 

dans le cytoplasme pour le métabolisme primaire. 

 

Figure 11 : Modèle fonctionnel de traitement des glycanes basé sur le système d'utilisation de 

l'amidon à huit gènes de B. thetaiotaomicron (Sus), d’après (Martens, Koropatkin, et al., 2009). 

Les différentes étapes impliquées dans le traitement de l'amidon sont présentées en séquence et 

illustrées. Dans la première étape (étape 1), les glycanes traversent la couche de polysaccharide 

capsulaire de surface. Dans la deuxième étape (étape 2), les glycanes sont attachés par des composants 

de la membrane externe tels que SusD, qui établit un contact direct avec l'amidon en fonction de sa 
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structure tridimensionnelle. Dans la troisième étape (étape 3), les glycanes liés à la surface sont dégradés 

par des glycosides hydrolases tels que SusG, générant des oligosaccharides plus petits qui sont 

transportés à travers la membrane externe par des protéines de type SusC. Dans la quatrième étape 

(étape 4), les oligosaccharides sont dégradés en composants mono- ou disaccharides par des enzymes 

périplasmiques dégradant les glycanes telles que SusA et SusB. Les étapes 5 et 6 impliquent la 

signalisation des régulateurs transcriptionnels par les saccharides libérés, ce qui active l'expression du 

gène PUL. Enfin, dans la dernière étape (étape 7), les sucres dépolymérisés sont importés à travers la 

membrane cytoplasmique. 

Le développement de la bioinformatique automatique par l'équipe du CAZy a conduit à la 

base de données PUL (http://www.Cazy.org/PULDB), qui répertorie les PULs caractérisés 

expérimentalement ou prédits informatiquement chez les Bacteroidetes (Terrapon et al., 2015, 

2018). Les études de biologie structurale et de biochimie des protéines ont permis de mettre 

en évidence la complexité des différentes machineries de PUL. Le microbiome intestinal 

présente des répertoires étendus de PUL adaptés à la dégradation d'une grande variété de 

substrats glucidiques. En fait, la variation génétique de ces PULs est à l'origine de spécificités 

glucidiques divergentes et d'une adaptation fonctionnelle à la diversité des polysaccharides 

(Joglekar et al., 2018; Martens et al., 2008).  

Le fonctionnement des PUL soulève encore de nombreuses interrogations. D’une part 

toutes les CAZymes ne font pas partie d’un PUL (environ 50%) ce qui suggère qu’elles peuvent 

avoir un rôle pour le fonctionnement de la bactérie elle-même au-delà de l’acquisition de 

nutriments. D’autre part, certains PULs ne contiennent pas de CAZymes, on y trouve les 

transporteurs et d’autres enzymes tels que des sulfatases, des phosphodiesterases et des 

peptidases. Plusieurs hypothèses ont été émises, premièrement, il est possible que les 

CAZymes n’aient pas été identifiées au sein de ces PULs. Ou bien, la présence d’autres enzymes 

impliquées dans la dégradation de protéines ou d’ADN peut aussi suggérer que les PULs 

servent à alimenter en énergie les bactéries en allant chercher d’autres sources énergétiques 

que les polysaccharides. L’environnement intestinal contient des protéines mais aussi de 

grandes quantités d’ADN qui pourraient servir de substrat énergétique. Enfin, ces PULs sans 

CAZymes pourraient être corégulés avec des CAZymes seules ou d’autres PULs même s’ils ne 

sont pas liés physiquement. Il est tout à fait possible qu’une corrégulation orchestre la 

dégradation d’un glycane, en modulant l’expression génétique de plusieurs PULs.  
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b. Régulation de l'expression des gènes associés aux PULs  

En réponse aux changements transitoires de l'environnement nutritif, les bactéries 

commensales du microbiome intestinal régulent strictement l'expression des gènes pour 

s'adapter aux changements dans la disponibilité des ressources. Largement applicables à 

plusieurs membres intestinaux importants, il existe divers réseaux de régulation locaux et 

globaux permettant la surveillance des nutriments disponibles. Trois types de systèmes de 

régulation ont été proposés pour être impliqués dans la régulation transcriptionnelle des 

gènes des PULs chez B. thetaiotaomicron et d'autres espèces de Bacteroides.  

i Les facteurs sigma à fonction extracytoplasmique (facteurs ECF-σ) 

/anti-σ 

Les systèmes de régulation comprennent les facteurs sigma de la famille ECF et leurs 

facteurs anti-sigma apparentés de la famille FrrF, qui possèdent deux domaines reliés par un 

lieur transmembranaire (Martens, Koropatkin, et al., 2009; J. Xu, 2004). Les domaines 

périplasmiques des facteurs anti-sigma interagissent avec des porines glucidiques spécifiques 

de type SusC, tandis que les domaines cytoplasmiques interagissent avec les facteurs sigma 

ECF congruents. En présence des glycanes correspondants, les facteurs sigma sont libérés et 

activent les opérons régulés (Figure 12). 

ii Les systèmes hybrides à deux composants (HTCS) 

Ciblant de préférence les hydrates de carbone de la paroi cellulaire des plantes, le système 

de transduction hybride à deux composants (HTCS) est le mode le plus important de PUL activé 

dans le périplasme par les oligosaccharides, couplant la détection des nutriments et l'induction 

d'une réponse métabolique appropriée (E. D. Sonnenburg et al., 2006). Les HTCS sont des 

protéines chimériques contenant les composants cytoplasmiques des systèmes à deux 

composants "classiques" : une histidine kinase senseur transmembranaire et un régulateur de 

réponse se liant à l'ADN, sous la forme d'un polypeptide unique, qui est fusionné à un grand 

domaine senseur de glucides dans le périplasme.  

Dans la plupart des cas, les HTCS sont des protéines transmembranaires à passage unique 

qui détectent un signal périplasmique, s'autophosphorylent, subissent un phosphotransfert 

intramoléculaire et favorisent la régulation transcriptionnelle des gènes cibles en se liant à 
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l'ADN tout en restant attachés à la membrane interne (J. B. Lynch & Sonnenburg, 2012; 

Townsend et al., 2013) (Figure 12). 

iii Les régulateurs de type SusR 

La protéine SusR a été décrite pour la première fois comme un régulateur du système 

d'utilisation de l'amidon chez B. thetaiotaomicron. SusR est une protéine membranaire avec un 

domaine capteur exposé au périplasme et un domaine de liaison à l'ADN situé dans le 

cytoplasme. En présence d'amidon, la protéine SusR se lie aux promoteurs des gènes 

d'utilisation de l'amidon organisés dans les opérons SusA et SusBCDEFG et active leur 

expression (N. D. Schwalm & Groisman, 2017). 

Le domaine de liaison à l'ADN C-terminal de SusR n'a pas de similarité significative avec les 

domaines de liaison à l'ADN d'autres facteurs de transcription connus ; cependant, un motif 

putatif vraisemblablement impliqué dans la liaison à l'ADN a été identifié près de son extrémité 

carboxy (D’Elia & Salyers, 1996). Même si ces motifs ne sont pas identifiés, une approche de 

génomique comparative a permis de proposer qu’ils puissent être similaires au sein de 

plusieurs homologues de SusR. Ces motifs sont caractérisés par une distance de 67 à 77 pb 

entre les sites en tandem. Ce qui suggère que les protéines de type SusR sont de grosses 

protéines qui se lient à l’ADN sous forme de dimères, où les monomères s’associent à l’ADN 

du même côté, séparés par six ou sept tours d’hélice (Ravcheev et al., 2013). 
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Figure 12 : Les types de régulateurs de dégradation des sucres chez les Bacteroides, d’après (N. 

Schwalm et al., 2016) 

Les protéines SusC jouent un rôle clé en transmettant un signal au facteur anti-σ de la fonction 

extracytoplasmique (ECF), qui libère son facteur ECF-σ dans le cytoplasme pour favoriser la transcription 

des gènes cibles. La liaison du ligand aux protéines SusR déclenche également l'activation 

transcriptionnelle, bien que le mécanisme précis reste inconnu. Les régulateurs hybrides à deux 

composants (HTCS) détectent certains glucides et favorisent l'autophosphorylation d'un résidu His 

conservé dans le domaine de l'histidine kinase (HK), suivie d'un phosphotransfert vers un résidu Asp 

conservé dans le domaine du régulateur de réponse (RR). Cela favorise l'activation transcriptionnelle via 

le domaine de liaison à l'ADN du HTCS. Enfin, certains monosaccharides sont détectés par des 

régulateurs cytoplasmiques. Les abréviations utilisées sont OM pour la membrane externe et IM pour la 

membrane interne. 

iv Autres systèmes régulateurs 

Par ailleurs impliqués dans la détection d'un large spectre de substrats, les petits ARN ont 

été identifiés comme régulateurs rapides de l'expression des PULs (Ryan et al., 2020). Il est 

intéressant de noter que la hiérarchisation des substrats par les petits ARN concerne 

particulièrement le modèle des facteurs sigma/anti-sigma, plutôt que les régulateurs HTCS 

(Cao et al., 2016; Ryan et al., 2020). 

D’autres systèmes de régulation à grande échelle, dirigés par les protéines de liaison à 

l'ARN (RBP), qui contrôlent les réactions face aux modifications de nutriments, ont été étudiés 

chez les Bacteroidetes. Des gènes codant pour ces RBP sont hautement exprimés dans de 
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nombreuses espèces de Bacteroides pour réguler les PULs. La protéine RbpB, est une protéine 

de liaison à l'ARN simple brin qui se lie avec une certaine spécificité et des affinités similaires à 

d'autres chaperons d'ARN caractérisés (Adams et al., 2021). 

c. Les systèmes d’utilisation des sucres dans l’écosystème 

intestinal 

Les systèmes PUL constituent la principale stratégie de récolte des sucres déployée par les 

Bacteroidetes. Néanmoins, des analogues des PULs de Bacteroidetes ont été décrits au-delà des 

paires tandem susC/susD archétypiques (Grondin et al., 2017). Bien que leur structure soit 

distincte de celle des systèmes Gram négatif, d'importants membres des Firmicutes et des 

Actinobactéries élaborent d'autres systèmes associés à la surface cellulaire pour l'utilisation des 

polysaccharides, qui sont souvent construits autour d'enzymes ayant des domaines 

catalytiques similaires à ceux des Bacteroidetes (Glowacki & Martens, 2021).  

Des groupes de gènes spécifiques de substrats ciblant une variété de glycanes provenant 

de plantes et de l'hôte ont été identifiés dans les génomes d'Eubacterium rectale et d'espèces 

de Roseburia en tant que PUL Gram-positive (gpPUL) (Cockburn et al., 2015; Sheridan et al., 

2016; Tanno et al., 2021). Les gpPUL contiennent des systèmes de transport des glucides 

qui sont principalement des transporteurs de la cassette de liaison à l'ATP (ABC), de la 

superfamille des facilitateurs majeurs (MFS) ou du système phosphoénolpyruvate-

phosphotransférase (PTS). Ces gènes sont colocalisés avec des régulateurs 

transcriptionnels associés de type LacI ou AraC et au minimum une CAZyme (Cockburn & 

Koropatkin, 2016). 

Certaines bactéries Gram-positives intestinales ont adapté un autre complexe multi enzyme 

extracellulaire, connu sous le nom de cellulosome, qui cible la cellulose (à l'origine), l'amidon 

résistant et peut-être d'autres substrats. Ce paradigme d'acquisition des glycanes des espèces 

Gram-positives a été bien caractérisé dans les micro-organismes dégradant les sucres du 

rumen bovin et du sol (Glowacki & Martens, 2021). Des approches génomiques, biochimiques 

et moléculaires du microbiome intestinal humain ont révélé la présence de composants 

protéiques (dockérines et cohésines) qui sont des signatures des cellulosomes dans les espèces 

bactériennes coliques de Ruminococcus (Ze et al., 2012).  

Les membres du microbiote intestinal ne vivent pas isolés, mais font partie d'une 

communauté dynamique où existent différents types d'interactions et de ressources nutritives. 
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Comme indiqué ci-dessus, les Bacteroidetes sont fonctionnellement diversifiés pour assimiler 

une grande diversité de polysaccharides complexes. Deux stratégies communes d'acquisition 

des nutriments ont été décrites pour ces membres au niveau de l'écosystème microbien 

complexe de l'intestin : l'une est égoïste et l'autre est un partage coopératif (McKee et al., 2021) 

(Figure 13). Cependant, les relations syntrophiques vis-à-vis de la dégradation des 

polysaccharides entre les différents membres du microbiote intestinal ne sont pas claires.  

Chez certaines espèces altruistes de Bacteroidetes, les polymères et les enzymes 

hydrolytiques semblent agir comme des ressources de bien public dans divers réseaux 

d'utilisateurs de polysaccharides qui profitent à l'ensemble de la population microbienne 

(Wang et al., 2021). En effet, les séquences de signal, les hydrolases et les protéases sont 

préférentiellement placées dans les vésicules de la membrane externe (OMV) et sont ensuite 

libérées dans l'environnement extracellulaire. La plupart de ces enzymes dérivées des PUL sont 

exposées à la surface des OMV, ce qui permet de sauver la croissance de bactéries incapables 

d'utiliser efficacement des polysaccharides complexes (Elhenawy et al., 2014). Ainsi, 

omniprésente parmi les bactéries Gram-négatives, y compris B. ovatus, B. fragilis et B. 

thetaiotaomicron, les vésicules OMV semblent optimiser la décomposition des nutriments par 

d'autres bactéries ayant des capacités métaboliques différentes (Valguarnera et al., 2018) et 

contribuer à la stabilité du microbiote intestinal (Rakoff-Nahoum et al., 2014). 

Libérant des produits de dégradation des polysaccharides, beaucoup moins complexe d’un 

point de vue structural, ce mécanisme de distribution basé sur la PUL bénéficie 

concomitamment à la communauté bactérienne, qui ne dispose pas de la machinerie 

enzymatique pour traiter l'étape initiale de dépolymérisation (Rogowski et al., 2015). Ainsi, les 

membres des Bacteroidetes agissent comme des dégradateurs primaires de 

polysaccharides en orchestrant la dégradation initiale des polysaccharides qui rend les 

nutriments disponibles non seulement pour leurs propres processus métaboliques, mais 

aussi pour nourrir les membres du microbiote intestinal dépourvus d'enzymes 

hydrolytiques. 

Cette évolution coopérative des interactions mutualistes chez les membres des 

Bacteroidetes a des effets positifs sur l’ensemble de la communauté. Il est important de 

comprendre que le partage de ressources dépend de la complexité structurelle des sucres qui 

va influencer leur accessibilité par les bactéries (Rogowski et al., 2015). Sur la base de la 
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structure des glucides, le réseau d'interactions symbiotiques reflète les hiérarchies de 

l'utilisation des glucides, dans lesquelles certains glycanes simples sont prioritaires par rapport 

à des polysaccharides plus complexes (Rogers et al., 2013). En fait, les bactéries individuelles 

présentent de multiples stratégies de hiérarchisation en présence de sources de carbone 

concurrentes. La présence simultanée de glycanes alimentaires, en particulier sous la forme de 

monosaccharides, participe à la répression constante des systèmes de dégradation des 

glycanes dérivés de l'hôte chez B. thetaiotaomicron (Pudlo et al., 2015). En général, la présence 

de glycanes hautement prioritaires réprime la transcription des gènes impliqués dans 

l'utilisation de nutriments moins prioritaires (Cao et al., 2016). Les ordres hiérarchiques 

favorisent la coexistence de communautés microbiennes stables dans un environnement 

compétitif (Tuncil et al., 2017). Le métabolisme sélectif des substrats soutient la dynamique 

des communautés microbiennes et favorise la plasticité métabolique de l'ensemble du 

microbiote intestinal, qui est constamment confronté à des changements nutritionnels.  

Comme nous l’avons vu précédemment la dégradation des glucides ne se produit pas 

toujours dans l'environnement extracellulaire. Le transport rapide des oligosaccharides 

produits par les PUL dans le périplasme des bactéries Gram négatives peut minimiser la 

disponibilité des substrats pour les autres résidents microbiens. Cette stratégie "égoïste" 

empêche les autres espèces bactériennes d'utiliser les produits partiellement dégradés (Figure 

13) (Cuskin et al., 2015). Faisant preuve d’un comportement compétitif pendant la digestion 

des glucides complexes, B. thetaiotaomicron importe rapidement certains glycanes dans le 

périplasme pour une dégradation ultérieure, ne conférant, à cette étape, aucun avantage direct 

aux espèces voisines et permettant au micro-organisme de prospérer dans l'environnement 

concurrentiel.  

Néanmoins, les activités métaboliques de cette bactérie peuvent générer des produits 

finaux qui alimentent d'autres membres de la communauté intestinale. Ces comportements 

écologiques et évolutifs "partiellement" égoïstes entraînent des modèles interdépendants 

complexes entre les bactéries du microbiote intestinal. Globalement, les interactions 

bactériennes tendent à bénéficier de manière significative à l’équilibre de l'environnement 

microbien dans son ensemble en favorisant la coopération plutôt que la compétition (Rakoff-

Nahoum et al., 2016; Wang et al., 2021). La coordination des systèmes d'utilisation des glucides 

représente une solution évolutive impressionnante pour capturer des sources de carbone 
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précieuses, tout cela formant un réseau trophique riche en interaction et extrêmement 

complexe à l'échelle d'un microbiote intestinal entier.  

 

Figure 13 : Deux comportements trophiques impliqués dans l’acquisition des nutriments 

Dans la partie de gauche est décrit une utilisation dite égoïste des polysaccharides, comme décrit dans 

la Figure 11. A droite est représenté le comportement coopératif, ici les polymères et les enzymes 

hydrolytiques peuvent simplement se diffuser ou être partagées une fois empaquetées dans des 

vésicules de la membrane externe (OMV). 

4. Conclusion  

Les stratégies de métabolisation des glucides doivent être comprises à la fois au niveau des 

microorganismes individuels et au niveau de la communauté microbienne (Grondin et al., 2017; 

Patnode et al., 2021). La métabolisation des glucides varie en fonction des stratégies 

d'acquisition des nutriments, ce qui entraîne différents mécanismes catalytiques 

interdépendants qui favorisent préférentiellement la croissance de certains microbes. La 

dégradation préférentielle de certains glycanes par rapport à d'autres est susceptible de jouer 

un rôle central dans les relations complexes du microbiote intestinal (N. D. Schwalm & 

Groisman, 2017). Comprendre l'utilisation des glycanes par les bactéries intestinales sera 

essentiel pour induire des changements prévisibles dans le microbiote intestinal afin 

d'améliorer la santé par le biais de l'alimentation. La prédiction des stratégies individuelles 
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d'acquisition des nutriments pour chaque type microbien complète la caractérisation de 

l'adaptation microbienne aux prébiotiques pour améliorer le métabolisme humain (Klassen et 

al., 2021). 

Dans une revue visant à dresser le tableau de méthodes passées et actuelles de 

caractérisation des bactéries du microbiote intestinal, Vranken et ses collaborateurs suggèrent 

d’amplifier les études des systèmes microbiens complexes à l’aide de communautés 

synthétiques (Vranken et al., 2019). Il n'existe qu'une poignée d'études sur les communautés 

microbiennes intestinales synthétiques in vitro (avec au moins deux souches bactériennes). La 

plupart des études visaient à explorer l'effet inhibiteur des souches de Bifidobacteria sur 

d'autres commensaux ou agents pathogènes de l'intestin. En 2019, ils ont estimé que ces 

études concernaient seulement 5 % des micro-organismes intestinaux cultivés et moins de 1 % 

des micro-organismes détectés par métagénomique.  

Les communautés microbiennes synthétiques sont des systèmes avec une complexité 

réduite qui se prêtent à l’expérimentation et à la modélisation. Elles permettent d’étudier 

comment la structure des communautés microbiennes émerge (compétition et coopération) 

et d’identifier les conditions nécessaires pour générer des modèles d’interaction spécifique 

comme l’alimentation croisée. D’un point de vue écologique ils peuvent expliquer certaines 

fonctions globales, la résistance et la résilience des systèmes microbiens. Ces études 

nécessitent de pouvoir développer un environnement in vitro contrôlé, posséder des souches 

bactériennes biologiquement pertinentes, développer des modèles mathématiques des 

interactions écologiques. Ces connaissances pourraient ensuite être utilisées pour 

améliorer notre compréhension de l'écosystème intestinal complexe et des possibilités 

de sa modulation afin de prévenir et de traiter différentes maladies et conditions 

associées à la dysbiose. 

 

  



51 

 

II. LE MICROBIOTE INTESTINAL CONSTITUE UN LEVIER 

POUR AUGMENTER LA CONSOMMATION DE 

LEGUMINEUSES 

1. Consommation de fibres et de légumineuses en 

Europe 

A. Fibres alimentaires et prébiotiques  

Le concept de fibres alimentaires est très ancien, mais l'utilisation de ce terme est apparue 

dans les années 1940. Il désigne les sucres qui résistent à la digestion de l’hôte tout en 

l’améliorant. Le Codex Alimentarius, un organisme créé en 1961 par l'Organisation des Nations 

unies (ONU) pour l'alimentation et l'agriculture, a mis plus de 16 ans de délibération pour 

approuver la définition des fibres alimentaires. Une fibre alimentaire peut ainsi être définie 

comme un polymère glucidique composé de 10 unités monomériques ou plus, qui n'est 

pas hydrolysé par les enzymes endogènes de l'intestin grêle humain et qui appartient 

aux catégories suivantes :  

(1) Polymères glucidiques comestibles naturellement présents dans les aliments 

consommés. 

(2) Polymères glucidiques qui ont été obtenus à partir de la matière première alimentaire 

par des moyens physiques, enzymatiques ou chimiques et dont l'effet physiologique bénéfique 

pour la santé a été démontré par des preuves scientifiques généralement acceptées par les 

autorités compétentes.  

(3) Polymères glucidiques synthétiques dont l'effet physiologique bénéfique pour la santé 

a été démontré par des preuves scientifiques généralement acceptées par les autorités 

compétentes. Cependant, le Codex laisse à la discrétion des autorités nationales la possibilité 

d’inclure les sucres ayant un Degré de Polymérisation (DP) de 3 à 9 dans la définition des fibres 

alimentaires, ce qui les conduit à deux définitions opérationnelles (Jones, 2014).  

Dans l'Union Européenne (UE), la définition adoptée par la Commission européenne pour 

les fibres alimentaires inclut également les sucres ayant un degré de polymérisation de 3 à 9 

(Regulation (EU) No 1169/2011 of the European Parliament and of the Council, 2011) 
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Les fibres alimentaires sont constituées d'un large éventail de composés différents, chacun 

ayant une structure chimique caractéristique et des effets physiologiques (Fuller et al., 2016). 

Dans cette partie, nous nous intéresserons aux fibres alimentaires comestibles, qui 

comprennent, la cellulose, l'hémicellulose, la lignine, l'Amidon Résistant (AR), la pectine, les 

gommes d'algues, les bêta-glucanes et les Glucides Faiblement Digestibles (GFD). Elles 

peuvent être classées selon plusieurs facteurs en fonction de leur origine, leur solubilité 

et leurs effets physiologiques. Les fibres alimentaires proviennent des matières végétales 

comme les légumineuses, les céréales, les algues, les fruits et les légumes. En termes de 

solubilité, les deux grands types de fibres alimentaires sont les Fibres Alimentaires Insolubles 

(FAI) et les Fibres Alimentaires Solubles (FAS). Quant à leurs effets physiologiques, les fibres 

solubles sont responsables de l'augmentation de la viscosité du bol alimentaire, de la réduction 

de la réponse glycémique (McCarty, 2005) et du cholestérol sanguin (Slavin & Greenberg, 

2003). Les fibres insolubles quant à elles, sont caractérisées par leur porosité, leur faible densité 

et sont associées à une augmentation de la masse fécale, conduisant ainsi à une diminution du 

transit intestinal (Grundy et al., 2016). Les effets physiologiques les plus rapportés des fibres 

insolubles sont la diminution du taux de cholestérol et de sucre dans le sang (Elleuch et al., 

2011). Elles améliorent également la réponse à l'insuline (Weickert & Pfeiffer, 2018). Il est à 

noter que la combinaison des facteurs précédemment cités peut avoir une influence sur 

leur propriété fermentescible. 

La fermentation est le processus de digestion des fibres par les bactéries coliques. Si cette 

digestion contribue à améliorer la santé on peut parler d’activité prébiotique (Gibson & 

Roberfroid, 1995). Les fibres alimentaires constituent la principale source de prébiotique, mais 

il a été proposé que les polyphénols structurellement associés aux fibres soient étudiés pour 

leur potentiel prébiotique (Gibson et al., 2017).  

Tout comme la définition des prébiotiques, celle des fibres alimentaires est destinée à 

évoluer avec leur caractérisation. L'éventail des systèmes de classification utilisés pour les fibres 

alimentaires reste problématique, car les fibres peuvent varier chimiquement et avoir des 

fonctions physiologiques différentes. 
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B. Le fossé entre recommandations et consommation des 

fibres alimentaires en Europe 

Les recommandations nutritionnelles sont des stratégies basées sur des preuves 

scientifiques qui visent à influencer le comportement des consommateurs et à informer une 

série de politiques et de programmes nationaux en matière d’alimentation, de nutrition et de 

santé.  

En 2019, l'OMS a commandé une méta-analyse pour établir des recommandations basées 

sur les effets des fibres alimentaires (Reynolds et al., 2019). Cette étude suggère qu'un apport 

minimum en fibres de 25 à 29 grammes par jour a un effet protecteur contre plusieurs 

maladies. L'analyse des études prospectives montre des relations dose-réponse avec la 

mortalité toutes causes confondues, le nombre total de décès par cancer, le nombre total de 

décès et l'incidence des maladies cardiovasculaires, l'incidence des accidents vasculaires 

cérébraux et l'incidence du cancer colorectal, du cancer du sein et du cancer de l'œsophage. 

Ce qui suggère que des bénéfices supplémentaires peuvent être obtenus avec des apports plus 

élevés. L'Autorité Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA) recommande également un 

apport en fibres alimentaires supérieur à 25 grammes par jour (EFSA Panel on Dietetic Products, 

Nutrition, and Allergies (NDA), 2010).  

Une analyse des recommandations de plusieurs pays européens montre que ces pays 

recommandent un apport en fibres alimentaires d'au moins 25 grammes par jour (Stephen et 

al., 2017). Ce travaille montre qu’il existe aussi au sein de la communauté européenne un bon 

degré d’uniformité dans les définitions des fibres alimentaires utilisées par les différentes 

autorités nationales de santé. Herforth et ses collaborateurs constatent que si les 

recommandations sont relativement homogènes entre les pays, la nature physico-chimique 

des fibres alimentaires n’est pas abordée (Herforth et al., 2019). De même, l'Union Européenne 

suggère une allégation nutritionnelle pour les produits alimentaires contenant plus de 10 g de 

fibres alimentaires, mais ne fournit aucune précision sur les propriétés physico-chimiques de 

ces fibres à des fins d'étiquetage (Regulation (EU)  2017/  1798, 2017). S’il existe un consensus 

bien établi en Europe concernant la quantité de fibres alimentaires à consommer 

quotidiennement, il n’existe pas de recommandation faisant référence à la qualité 

intrinsèque de ces fibres. 
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   Malgré l’uniformité des recommandations nutritionnelles, des études ont montré que la 

consommation de fibres est inférieure aux recommandations. Bien qu'il soit difficile de mesurer 

précisément le niveau de consommation de fibres alimentaires, plusieurs études ont été 

menées en Europe afin de l'évaluer. La méta-analyse réalisée par Stephen et al. a montré une 

consommation moyenne d'environ 21 grammes par jour, sans préciser la nature des fibres 

alimentaires consommées (Stephen et al., 2017).  

Ces résultats suggèrent qu’il est nécessaire de développer des stratégies nutritionnelles 

pour renforcer l’adhésion à un régime alimentaire plus riche en fibres alimentaires. Augmenter 

la proportion de légumineuses pourrait constituer un levier d’action dans une telle stratégie.  

C. Les légumineuses : une source de nutriments bioactifs  

Les légumineuses constituent un groupe important de plantes à fleurs produites à des fins 

agricoles. Elles appartiennent à la famille des Fabacées. Cette famille est largement répandue. 

C’est la troisième plus grande plante terrestre en nombre d'espèces, avec environ 765 genres 

et 19 500 espèces connues (The Legume Phylogeny Working Group, 2013). Les légumineuses 

comprennent la luzerne, le trèfle, le lupin, les haricots, les pois, les arachides, le soja, les haricots 

secs, les fèves, les pois secs, les pois chiches et les lentilles. Les légumineuses récoltées 

exclusivement pour le grain sec, qui comprennent les haricots secs, les pois chiches, les lentilles 

et les pois, sont connues sous le nom de légumes secs. Cette catégorie de plantes est 

particulièrement intéressante car malgré leur petite taille, elles sont riches en protéines, 

en fibres alimentaires, en polyphénols, en minéraux et en vitamines tout en ayant un 

faible indice énergétique (Margier et al., 2018).  

Ces propriétés nutritionnelles les rendent très intéressantes pour de multiples applications. 

Aujourd'hui, l'accent est mis sur l'utilisation des légumineuses comme alternative pour réduire 

l'apport en protéines animales dans notre alimentation. Cette recommandation s'inscrit dans 

les objectifs de réduction de la part d'émission de GES par l'industrie agroalimentaire. Les 

légumineuses constituent également un levier important pour augmenter la proportion de 

fibres alimentaires ingérées. 
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a. Les fibres alimentaires dans les légumineuses 

De nombreuses études ont été réalisées pour caractériser les fibres présentes dans les 

légumineuses. Selon les espèces de légumineuses, des différences quantitatives dans la 

concentration des fibres ont été mises en évidence.  

Dans une large gamme de légumineuses, il y a une majorité de fibres insolubles avec un 

ratio insoluble/soluble supérieur à 1 (Khan et al., 2007). Parmi les fibres insolubles présentes 

dans les légumineuses, on trouve la cellulose et la lignine. La cellulose est le composant 

structurel de la paroi cellulaire primaire des plantes vertes. La lignine est parfois classée parmi 

les fibres alimentaires car elle est également un composant structurel de la paroi cellulaire des 

plantes, en particulier des plantes ligneuses, mais elle n'est pas un polysaccharide et est 

considérée comme chimiquement inerte. Ce composé n'a pas de propriétés prébiotiques 

connues.   

Présente également, l'hémicellulose, qui est un terme hétérogène utilisé pour décrire tous 

les composants polysaccharidiques de la paroi cellulaire autres que la cellulose. Les 

hémicelluloses sont une classe de polymères ramifiés très diversifiés composés de différents 

types de sucres. Par exemple, outre le glucose, les monomères de l'hémicellulose peuvent être 

le xylose, le mannose, le galactose, le rhamnose ou l'arabinose. L'hémicellulose est 

partiellement soluble en fonction de la nature des résidus de sucres qui lui sont ramifiés.  

Enfin, une fraction de fibres solubles est présente, composée de sucres faiblement 

digestibles (Fan et al., 2014). Ces sucres sont des hydrates de carbone fermentables, ils sont 

classés en trois groupes : (1) les Alcools de Sucre (SA) qui comprennent le sorbitol, le mannitol 

et le galactinol, (2) les oligosaccharides non digestibles, qui comprennent les 

galactooligosaccharides (GOS : raffinose, stachyose et verbascose) et les fructooligosaccharides 

(FOS : kestose et nystose), et (3) l'amidon résistant. (Johnson et al., 2020). Ces fibres solubles 

sont fermentées dans le colon par les bactéries commensales, et les composés excrétés sont 

ensuite utilisés comme substrat pour leur croissance et leur activité (Grabitske & Slavin, 2009).  

b. Les autres composés bioactifs des légumineuses 

Les glycosides ne sont pas les seuls composants des légumineuses. Elles sont constituées 

d'autres composés bioactifs comme les protéines, les minéraux, les vitamines, l'acide phytique, 

les inhibiteurs de protéase et les polyphénols. Lorsqu'ils sont physiquement associés aux fibres, 
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ils sont appelés co-passagers. Ces composés peuvent être divisés en deux groupes : les 

nutriments nutritionnels et les nutriments antinutritionnels. 

Les légumineuses sont particulièrement intéressantes car elles contiennent de 

grandes quantités de protéines (18-32 %) (Boye et al., 2010). Parmi les acides aminés 

essentiels, les légumineuses sont une bonne source de lysine, dont la teneur est souvent faible 

dans les céréales. En revanche, les légumineuses sont pauvres en méthionine et en 

tryptophane, deux acides aminés essentiels présents dans les céréales. Ainsi, une combinaison 

de céréales et de légumineuses peut conduire à un apport en protéines de meilleure qualité 

(Young & Pellett, 1994).  

La teneur en minéraux des légumineuses est généralement élevée en potassium, 

magnésium, fer et manganèse. D'autres minéraux intéressants pour la famille des 

légumineuses sont le zinc, le cuivre, le sélénium et le calcium (Hall et al., 2017). Les auteurs ont 

pu mettre en évidence l’existence d’une grande variabilité de la teneur en minéraux entre les 

différents types et espèces de légumineuses. 

Les légumes secs sont reconnus comme une source de vitamines B. Pour la plupart, le 

tétrahydrofolate, le 5-méthyltétrahydrofolate (5-MTHF) et le 5-formyltétrahydrofolate (5-FTHF) 

sont les formes prédominantes (Jha et al., 2015; Rychlik et al., 2007). Cependant, d'autres 

formes sont présentes et sont collectivement additionnées dans la teneur totale en folates. En 

plus des folates, les légumineuses sont une bonne source de thiamine et de riboflavine et 

certains travaux ont identifié la présence de vitamine C (0,24 mg/100g pour les haricots rouges 

et 4,14 mg/100g pour les pois verts) (Moriyama & Oba, 2008). 

Le myo-inositol-(1,2,3,4,5,6) hexakis-phosphate et ses sels représentent la principale source 

de phosphore dans les graines de légumineuses (V. Kumar et al., 2010). Un excès d'acide 

phytique dans l'alimentation peut avoir un effet négatif sur l'équilibre minéral en raison de la 

formation de complexes insolubles avec des minéraux essentiels (Cu, Zn, Co, Mg, Fe et Ca), qui 

altèrent négativement leur biodisponibilité. Cependant, il a été démontré que certaines formes, 

comme les phosphates de myo-inositol, y compris l'IP6, ont de nombreux effets bénéfiques 

sur la santé, notamment un effet cardio-protecteur (Grases, 2006) et l'inhibition du 

développement du cancer (Vucenik et al., 2005) L'acide phytique est également connu pour 

ses caractéristiques antioxydante grâce à ses propriétés de chélation du fer et du cuivre.  
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Les polyphénols constituent un vaste groupe de substances phytochimiques bioactives qui 

comprennent plusieurs sous-classes telles que les flavonoïdes, les stilbènes, les acides 

phénoliques et les lignanes. Les légumineuses peuvent être une source naturelle utile 

d'acides phénoliques, de flavonoïdes, d'isoflavones et de tanins (Elessawy et al., 2020; Hall 

et al., 2017). L'apport journalier total en phénols végétaux varie et est estimé entre 150 et 1000 

mg (Stahl et al., 2002). Les acides phénoliques représentent environ un tiers des phénols 

alimentaires totaux et les flavonoïdes représentent les deux tiers restants (Scalbert & 

Williamson, 2000). Cependant, aucune base de données précise sur leurs compositions n'est 

disponible comme pour d'autres nutriments (Fraga et al., 2019).  

Les polyphénols comme les tanins (formes polymériques), qui donnent à certains vins 

rouges leur goût astringent particulier, ont également des effets antinutritionnels en raison de 

leur capacité à se lier aux protéines et à les précipiter, réduisant ainsi leur digestibilité. 

Cependant, les polyphénols représentent une activité antioxydante élevée grâce à leurs pro-

anthocyanidines ou tanins condensés, ainsi qu'à leur contenu en flavonoïdes. Malgré ces 

avantages pour la santé, il n'existe pas de recommandation journalière pour la consommation 

de composés phénoliques. Cela est principalement dû aux différences dans leur apport total 

pour l'ensemble de la population ; cependant, certains rapports recommandent une dose 

journalière minimale de 300 mg pour avoir un effet bénéfique sur la santé (Bo’ et al., 2019). 

Récemment, Santanatoglia et ses collaborateurs ont développé une méthode d'extraction 

et une méthode analytique HPLC-DAD pour déterminer les principaux phytosterols dans 22 

échantillons de légumineuses. Leur analyse a permis d'identifier six phytosterols, dont le 

fucosterol, le campesterol, le stigmasterol, le β-sitostérol et le sitostanol (Santanatoglia et al., 

2023). Selon Salehi et al. il a été démontré que les phytosterols réduisent l'absorption du 

cholestérol dans l'intestin humain en raison de leur similarité moléculaire, ce qui permet le 

remplacement du cholestérol dans les micelles mixtes (Salehi et al., 2021). Cette réduction de 

l'absorption a été liée à la capacité des phytosterols à diminuer le taux plasmatique de 

cholestérol à Lipoprotéines de Faible Densité (LDL), qui est un facteur de risque connu pour de 

nombreuses Maladies Cardiovasculaires (MCV). L'EFSA a approuvé ce bénéfice pour la santé, 

et des allégations de santé peuvent être formulées indiquant qu'un apport quotidien d'au 

moins 0,8 g de phytosterols contribue au maintien d'un taux normal de cholestérol dans le 
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sang, comme indiqué dans le règlement de la Commission européenne de 2012 (Regulation 

(EU) No 432/2012, 2012). 

Dans les légumineuses les principaux inhibiteurs de protéases retrouvés 

appartiennent aux familles Kunitz et Bowman-Birk. Ils ont tous deux le pouvoir d'inhiber 

les enzymes trypsine et chymotrypsine. Les inhibiteurs de protéase ont un effet négatif sur la 

croissance des animaux en raison de l'inhibition de la digestion des protéines dans l'intestin. 

Cependant, dans le régime alimentaire occidental, aucun problème de toxicité n'a été signalé, 

principalement parce que les légumineuses sont cuites avant leur consommation, ce qui 

entraîne la destruction des inhibiteurs de protéase en raison de leur propriété de thermolabilité 

(Pedrosa et al., 2021). Il existe un grand nombre d'isoformes de ces deux inhibiteurs, qui varient 

en fonction de l'espèce et de la variété de légumineuses (Guillamón et al., 2008). Toutefois, les 

inhibiteurs de protéase ont été décrit comme étant efficaces pour prévenir ou réduire la 

progression du cancer du côlon, du poumon, du foie, de la prostate et du sein (Sánchez-Chino 

et al., 2015). 

D. Recommandations et consommation de légumineuses en 

Europe 

Compte tenu des difficultés à classer les légumineuses dans une catégorie unique, il est 

difficile de quantifier leur consommation et leur place dans les recommandations 

nutritionnelles émises par les autorités nationales. Une étude visant à évaluer spécifiquement 

l'inclusion des légumineuses dans les recommandations nutritionnelles mondiales, montre que 

40 % des pays européens classent les légumineuses dans les "aliments riches en protéines", 

14 % dans les "légumes, légumineuses et fruits", tandis que 11 % les classent dans un groupe 

proprement appelé "légumineuses" (J. Hughes et al., 2022). Ces auteurs ont également évalué 

la terminologie utilisée par les différentes autorités nationales pour définir les légumineuses 

dans les messages clés, et ont constaté que le terme "légumineuses" était le plus couramment 

employé.  

En Europe, très peu de pays recommandent une quantité précise de légumineuses à 

consommer, cependant leur intégration dans les repas des personnes est plus souvent adoptée 

lorsqu'il existe une recommandation. Sur la base des données extraites de la World Diet 

Database 2018, une estimation de la quantité de légumineuses consommée par pays a été 

réalisée. En Europe, la médiane est estimée à 14,9 g/jour, ce qui indique que l'Europe a le 
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plus faible niveau de consommation rapporté dans le monde. Ces valeurs confirment l'idée 

que l'augmentation de la consommation de légumineuses est une stratégie pertinente pour 

combler l'écart entre l'apport en fibres alimentaires et les recommandations. Bien qu'il soit 

difficile d'établir des liens directs entre les données de consommation de légumineuses et la 

catégorisation des légumineuses dans les recommandations alimentaires, les mêmes auteurs 

ont constaté que lorsque les légumineuses sont incluses dans la catégorie des aliments 

riches en protéines ou classées dans leur propre groupe d'aliments, la consommation 

dépasse souvent 25 g/jour (J. Hughes et al., 2022).  

Les légumineuses ne sont pas seulement recommandées pour leur bénéfices sur la santé, 

elles sont aussi considérées comme une pierre angulaire de la transition vers des systèmes 

agroalimentaires et des régimes alimentaires plus durables en Europe (Ferreira et al., 2021). 

D’un point de vue agro-écologique, elles s'inscrivent aussi dans un contexte alimentaire 

durable (IPCC, 2022). Le 2 décembre 2021, l'accord sur la réforme de la Politique Agricole 

Commune (PAC) a été formellement adopté. La nouvelle législation, qui s'applique à partir de 

2023, ouvre la voie à une PAC plus équitable et plus verte. Elle vise à assurer un avenir durable 

aux agriculteurs européens, à fournir un soutien plus ciblé aux petites exploitations et à donner 

aux pays de l'UE davantage de flexibilité pour adapter les mesures aux conditions locales (The 

new CAP creating new horizons, 2021). Les légumineuses jouent deux rôles différents dans 

cette nouvelle politique : d'abord pour réduire les émissions de GES et ensuite pour 

soutenir la biodiversité.  

E. Les légumineuses dans nos assiettes  

Les légumineuses sont cultivées et consommées depuis des milliers d'années. Faciles à 

cultiver et à conserver, elles constituent un aliment de base du régime alimentaire européen et 

méditerranéen. L'alimentation traditionnelle européenne comprend un grand nombre de plats 

à base de légumineuses, souvent sous forme de ragoût. Dans la seconde moitié du XXe siècle, 

la production et la consommation de légumineuses ont diminué au profit d'aliments plus riches 

en viande et en énergie. Cette période correspond aussi à une élévation du niveau de vie 

de la population européenne et de façon concomitante l’industrialisation de notre 

société a permis d’accéder facilement à des plats préparés et par conséquent à consacrer 

moins de temps aux tâches culinaires. Le déclin de la consommation de légumineuses peut 
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aussi être attribué au fait que, dans certains pays européens, leur utilisation était souvent 

associée à la pauvreté (Melendrez-Ruiz et al., 2019).  

Aujourd'hui, les légumineuses sont de retour dans les assiettes des ménages urbains 

et de la classe moyenne supérieure. La mauvaise opinion qui leur était associée (en gros, 

nourriture rustique pour les pauvres) est en train de disparaître. De plus, les cuisiniers exploitent 

de plus en plus leurs qualités texturales, crémeuses et fondantes en les intégrant dans des 

recettes issues du répertoire culinaire classique. Recettes dans lesquelles les légumineuses 

remplacent tout ou partie des produits animaux, qu'ils soient sucrés ou gras. L'industrie agro-

alimentaire a commencé à proposer de nouvelles applications pour les légumineuses. 

Elles entrent dans la composition de nombreux produits alimentaires innovants, comme la 

viande végétarienne ou les repas hyper-protéinés. Plus de 3 500 nouveaux produits à base de 

légumineuses ont été introduits sur le marché alimentaire européen, en particulier au 

Royaume-Uni, en France, en Allemagne, en Espagne et en Italie au cours de la période 2010-

2014. Ces produits sont principalement à base de pois chiches (31 %), de pois (30 %), de 

haricots (25 %), de lentilles (14 %) dont seulement 13 % proviennent de l’agriculture biologique 

(Hamann et al., 2019).  

Il faut souligner que l'utilisation des légumineuses dans le futur aura un rôle majeur 

indépendamment de leur utilisation dans l'industrie alimentaire. Quel que soit leur degré de 

transformation, elles peuvent trouver leur place aussi bien dans une alimentation naturelle ou 

modérément transformée que dans une alimentation ultra-transformée. Nous abordons ici 

les avantages et les inconvénients de l'apport en légumineuses, que ce soit dans la cuisine 

maison ou dans les aliments industriels. 

a. Les légumineuses dans la cuisine maison 

L'un des principaux avantages des légumineuses est leur faible coût comparé à d'autres 

sources de protéines. Les graines peuvent être stockées pendant très longtemps sans aucun 

traitement, ce qui les préserve du gaspillage alimentaire. Cependant, la cuisson des 

légumineuses nécessite du temps et des connaissances, ce qui représente l'un des 

principaux obstacles à leur consommation. Les habitudes alimentaires des européens au 

cours des 20 dernières années tendent à se rapprocher du modèle américain. Une revue 

américaine suggère qu'une stratégie pour recentrer la consommation de légumineuses est 

d'éduquer la population aux étapes simples de leur préparation (Polak et al., 2015). Ce postulat 
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est basé sur une évaluation qui montre de fortes corrélations entre les compétences en matière 

de préparation d'aliments sains et l'amélioration de la qualité de l'alimentation (Larson et al., 

2006).  

Un moyen efficace de résoudre ce problème est d'éduquer les jeunes sur leur façon de 

cuisiner et d'intégrer les légumineuses dans les plats traditionnels et non traditionnels (Levy & 

Auld, 2004). Cela implique de comprendre l'effet des différents traitements culinaires sur 

la qualité nutritionnelle des légumineuses cuisinées. Cependant, la simple connaissance des 

nutriments individuels ne suffit pas pour évaluer leur valeur nutritionnelle. Les nutriments sont 

inclus dans une matrice alimentaire complexe qui peut affecter la biodisponibilité et les effets 

sur la santé. Il est donc crucial de prendre en compte l'effet matrice lors de l'évaluation de 

la qualité nutritionnelle des légumineuses. 

i Les méthodes de préparation  

Cet apprentissage est nécessaire pour tirer profil du haut potentiel nutritionnel que 

proposent les légumineuses. Plusieurs méthodes de préparation ont été mises au point au fil 

du temps, parmi lesquelles les procédés artisanaux suivants : la mise en conserve, la cuisson, la 

germination et la fermentation. 

Le trempage constitue généralement la première étape de traitement pour la préparation 

des légumineuses. Il consiste à réhydrater les graines dans l'eau. Pendant le trempage, certains 

processus métaboliques peuvent avoir lieu et affectent généralement les teneurs en glucides 

solubles et en riboflavine (Prodanov et al., 2004). Une étude de l'impact des processus de 

préparation des aliments sur la teneur en fibres d'un plat traditionnel tunisien montre que le 

trempage traditionnel dans l'eau (i) réduit la teneur totale en α-GOS en raison du lessivage 

partiel et de la dégradation enzymatique qui se produisent à l'intérieur et à l'extérieur des 

graines et (ii) induit une solubilisation partielle des fibres insolubles avec une augmentation 

concomitante des fibres solubles (Njoumi et al., 2019).  

Une fois le trempage réalisé, vient généralement la cuisson. Dans une revue de la littérature 

reprenant de nombreuses études mesurant l'impact de la cuisson des légumineuses sur leur 

qualité nutritionnelle, Satya et ses collaborateurs suggèrent que : la cuisson au micro-ondes 

est le moyen le plus efficace d'améliorer la qualité nutritionnelle des légumineuses, par rapport 

à la cuisson sous pression et à l'ébullition qui reste la méthode traditionnellement employée 
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(Satya et al., 2010). Dans l'ensemble, les traitements de cuisson entraînent de faibles 

diminutions mais significatives des matières grasses, des fractions glucidiques, des 

facteurs antinutritionnels, des minéraux, des vitamines B, des concentrations de lysine, 

de tryptophane, des acides aminés aromatiques totaux et des acides aminés contenant 

du soufre. 

Il est possible de les mettre en bocal pour une conservation longue durée avant ou après 

la cuisson. Une étude a examiné l'impact de la mise en conserve sur les légumineuses 

fréquemment consommées en France. Pour Margier et ses collaborateurs, ce processus 

entraîne une diminution significative des niveaux de fibres solubles par rapport aux 

légumineuses cuisinées brutes sans mise en conserve (-44 % pour les haricots rouges, -33 % 

pour les haricots blancs et -22 % pour les pois chiches ; p < 0,05). (Margier et al., 2018).  

Il existe des méthodes de préparation alternatives comme la germination ou la 

fermentation. La germination est le processus par lequel la graine commence à pousser et à 

émettre des racines et des tiges après avoir absorbé de l'eau et activé ses enzymes internes. 

Elle améliore la valeur nutritionnelle des protéines, qui sont hydrolysées en polypeptides 

facilement assimilables, en acides aminés essentiels et en acides aminés protéiques libres (Kuo 

et al., 2004). Par ailleurs, elle réduit considérablement les inhibiteurs de la trypsine, l'acide 

phytique et les tanins. Ce processus augmente également la teneur en protéines brutes et la 

concentration en vitamines B1, B2 et C, tout en améliorant la digestibilité des protéines. 

Les procédés de fermentation ont été adoptés il y a des milliers d’années comme une 

technique de fabrication et de conservation d’aliments aux caractéristiques nutritionnelles et 

organoleptiques améliorées. La fermentation est un processus biochimique induit par des 

micro-organismes et leurs enzymes, ce qui implique l’utilisation de ferments pour transformer 

la matière organique. Les micro-organismes utilisés pour ce processus sont généralement des 

bactéries ou des levures.  

Cette méthode permet de développer de nouveaux arômes et de nouvelles textures dans 

la matrice alimentaire (B. Chen et al., 2014). Elle est aussi utilisée pour améliorer la 

bioaccessibilité et la biodisponibilité des nutriments (Hotz & Gibson, 2007). D’autre part la 

fermentation peut participer à la sécurité alimentaire en inhibant la croissance de bactéries 

pathogènes grâce à l'activité antimicrobienne de l'acide lactique (S. Li et al., 2007) et en 

favorisant la détoxification de l'aflatoxine (Chaves-López et al., 2014). 
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Il est difficile de comparer les résultats concernant la dégradation des protéines et des 

facteurs antinutritionnels de différentes graines de légumineuses par fermentation en raison 

de l'utilisation de méthodes de fermentation variées, du microbiote impliqué et des cultivars. 

Cependant, dans l'ensemble, une analyse de la littérature montre que la fermentation a permis 

une réduction significative de la teneur en facteurs antinutritionnels dans diverses 

légumineuses et une augmentation notable de la digestion des protéines (Arbab Sakandar et 

al., 2021). 

ii L’effet matrice  

La matrice alimentaire peut être définie comme les composants nutritifs et non nutritifs des 

aliments et leurs relations moléculaires, c'est-à-dire les liaisons chimiques, les uns avec les 

autres. L'effet matrice est un concept relativement nouveau, qui a émergé au sein de la 

communauté des chercheurs en nutrition et en sciences alimentaires. Cet effet peut être 

défini comme le fait que deux aliments ayant une composition strictement identique 

mais des matrices différentes n'auront pas le même impact sur l'organisme et, par 

conséquent, des effets différents à long terme sur la santé (Fardet, 2015). Dans presque 

tous les cas, la bioaccessibilité et la biodisponibilité d'un nutriment sont régies par les 

propriétés physiques de la matrice alimentaire, qui affectent l'efficacité des processus de 

digestion physique, enzymatique et chimique (Boyer & Liu, 2004). L’effet matrice représente 

l’un des plus gros avantages à consommer les légumineuses dans leur forme la plus 

naturelle.  

Les légumineuses font partie d'un groupe d'aliments dont la structure physique joue un 

rôle important dans la valeur nutritionnelle pour la santé étant donné que leur structure 

matricielle naturelle est très dense. Les graines sont composées de différents types de cellules, 

chacune étant constituée d'une paroi cellulaire rigide encapsulant de l'amidon, des granules 

plus ou moins gélatinisés et des amas de protéines (Fardet, 2015). L. Noah et al. ont observé 

que la gélatinisation partielle préserve la structure cristalline de l'amidon dans les haricots 

(Noah et al., 1998). Cela garantit qu'il n'est pas absorbé dans l'iléon en préservant sa structure 

et son intégrité physique. C’est ce qui rend la graine résistante aux enzymes digestives, et 

permet à l'amidon d'être digéré très lentement. Dans cette même étude, ils ont mesuré que 17 

% de l'amidon n'était pas digéré dans la partie supérieure du tractus intestinal. En fin de 
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compte, grâce à l’effet matrice, l'amidon et les fibres non digérés atteignent le côlon où 

ils sont fermentés par le microbiote intestinal qui en dégrade jusqu'à 99 %.  

b. Les produits industriels enrichis en légumineuses 

Les aspects difficiles et fastidieux de la préparation des légumineuses ne représentent pas 

les seuls obstacles à leur consommation. On retrouve aussi, l'inconfort gastro-intestinal (résulte 

du mode de préparation), les influences culturelles et traditionnelles et le manque de choix 

d'aliments diversifiés contenant des légumineuses (Mudryj et al., 2012). Une stratégie 

suggérée par les autorités de santé de différents pays consiste à utiliser des légumineuses 

dans des plats mixtes pour remplacer d'autres aliments qui sont souvent surconsommés 

et/ou plus riches en graisses saturées, en sodium ou en sucres raffinés (Mitchell et al., 

2021).  

Les préparations industrielles supplémentées en légumineuses existent sous plusieurs 

formes. Les farines de légumineuses sont de plus en plus utilisées dans les préparations 

industrielles boulangères où elles sont mélangées à des farines de céréales. Il existe également 

des produits industriels enrichis en protéines ou en fibres de légumineuses pour améliorer leur 

valeur nutritionnelle. Dans cette partie nous ferons la distinction entre les aliments transformés 

et ultra-transformés. Parmi toutes ces préparations enrichies en légumineuses, certaines 

répondent à la définition d'aliment fonctionnel.  

i Les aliments fonctionnels  

C’est au Japon, en 1991, que le terme d'aliment fonctionnel a été défini pour la première 

fois, par le Food and Nutrition Board de la National Academy of Sciences. La Commission de 

la science des aliments fonctionnels en Europe (FuFoSE), coordonnée par l'International Life 

Science Institute (ILSI), définit l'aliment fonctionnel comme suit. " Un produit alimentaire ne 

peut être considéré comme fonctionnel que si, en plus de son impact nutritionnel de base, il a des 

effets bénéfiques sur une ou plusieurs fonctions de l'organisme humain, améliorant ainsi l'état 

général et physique ou/et réduisant le risque d'évolution des maladies. La quantité d'apport et la 

forme de l'aliment fonctionnel doivent correspondre à ce qui est normalement attendu à des fins 

diététiques. Il ne peut donc pas se présenter sous la forme d'une pilule ou d'une capsule, tout 

comme un aliment normal" (Danse et al., 1999).  
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Les significations et définitions du terme "aliments fonctionnels" sont encore floues en 

raison de réglementations et de stratégies nutritionnelles différentes selon les pays. Par 

exemple ils peuvent être définis comme des aliments transformés ou naturels qui, lorsqu'ils 

sont consommés régulièrement dans le cadre d'une alimentation variée et à des niveaux 

efficaces, peuvent avoir des effets positifs pour la santé en plus de la nutrition de base (Granato 

et al., 2017). D’autres suggèrent que comme pour les allégations santé, il est nécessaire de 

mener des essais cliniques randomisés, en double aveugles et contrôlés par placebo pour 

déterminer leur efficacité fonctionnelle (Assmann et al., 2014). C’est ce qui permettrait de 

limiter l'utilisation du terme "fonctionnel" aux aliments ayant fait l'objet de preuves 

expérimentales substantielles en matière de sécurité (toxicologie) et de fonctionnalité. Cela 

signifie que les aliments frais, non transformés ou transformés ne peuvent pas être 

considérés comme "fonctionnels" sans essai clinique approprié.  

On pourrait aussi exiger des aliments fonctionnels qu’ils respectent une certaine forme de 

durabilité. Il n'est plus suffisant de considérer uniquement les avantages pour la santé comme 

critère d'évaluation ; l'impact environnemental doit également être pris en compte dans 

l'évaluation du rapport bénéfice/risque. Cette considération est d'autant plus importante 

qu’elle répond à une demande des consommateurs (Putnik et al., 2018).  

 Les prébiotiques dans les aliments fonctionnels 

Les prébiotiques ont fait partie des ingrédients fonctionnels les plus étudiés entre 1998 et 

2018, avec les probiotiques et les antioxydants (Yeung et al., 2018). On retrouve les 

prébiotiques dans les symbiotiques qui sont une combinaison de probiotiques et de 

prébiotiques (Swanson et al., 2020). Deux stratégies existent les concernant, dans la première 

les prébiotiques servent de substrat aux probiotiques associés dans le but de soutenir 

spécifiquement leurs croissance (stratégie synergique), dans la seconde le prébiotique n’est 

pas une cible des enzymes de la souche probiotique associée et pourrait donc stimuler la 

croissance d’autres bactéries bénéfiques du microbiote intestinal (stratégie complémentaire) 

(Krumbeck et al., 2018).  

Les prébiotiques sont confrontés à plusieurs défis dans ce contexte d’aliments fonctionnels.  

Tout d’abord d’un point de vue des applications technologiques, il est nécessaire de 

développer une stratégie pour les délivrer dans des conditions qui permettent d’optimiser leur 

stabilité chimique, de la fabrication jusqu’à la consommation (Granato et al., 2020). C’est un 
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point crucial pour permettre le transfert des technologies de laboratoire vers la consommation 

à grande échelle. 

L’exploration de nouvelles sources d’ingrédients prébiotiques pourrait permettre d’une 

part, de découvrir des composés capables de stimuler des souches commensales bénéfiques 

encore inexplorées, et d’autre part de développer de nouvelles technologies d’extraction des 

prébiotiques (Gurpilhares et al., 2019). Ces technologies d’extraction devraient faire l’objet 

de recherches approfondies dans le but de n’utiliser que des technologies les plus 

durables possible, comme c’est le cas pour l’extraction des composés bioactifs à partir de 

déchets d’agrumes (Putnik et al., 2017), ou d’autres matrices végétales (Putnik et al., 2018).  

Enfin, il est crucial de mener des essais cliniques pour évaluer leur efficacité, la posologie 

appropriée et les éventuelles conséquences d'une exposition prolongée, indépendamment de 

la technologie utilisée. Une méthodologie a été proposée par Brown et ses collaborateurs pour 

réaliser au mieux l’évaluation clinique d’aliments fonctionnels (L. Brown et al., 2018). 

i Les légumineuses dans les aliments transformés  

 

Figure 14 : Description de la classification NOVA.  

Indique le niveau de transformation des aliments selon leur appartenance à quatre groupes. 

Selon la classification NOVA, les aliments peuvent être classés en quatre groupes, en 

fonction de leur niveau de transformation (Figure 14). Les aliments transformés (niveau 3) 

regroupent des produits qui ont subi des procédés de conservation ou de cuisson. Ces 

procédés de transformation permettent d’augmenter la durabilité ou d’améliorer la qualité 

nutritionnelle ou sensorielle des aliments du niveau 1. La plupart du temps ils sont 
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reconnaissables comme des versions modifiées des produits bruts (niveau 1), mais on peut y 

retrouver des produits comme le pain ou le fromage (Monteiro et al., 2018). 

 Le cas des farines de légumineuses 

Le succès de la farine de légumineuses en tant qu'ingrédient alimentaire dépend des 

caractéristiques fonctionnelles, telles que les capacités de moussage, d'émulsification, de 

gélification, d'absorption de l'eau et de l'huile, ainsi que de leurs propriétés de viscosité, 

qu'elles apportent au produit final (Adebowale & Lawal, 2004). La variation des propriétés 

fonctionnelles entre les farines de légumineuses peut être associée au rapport variable entre 

les protéines, l'amidon et d'autres constituants dans les farines. Par exemple, les propriétés de 

collage sont fortement liées au gonflement de l'amidon et à l'absorption d'eau ce qui peut 

influencer la transformation alimentaire des légumineuses (Du et al., 2014).  

C'est le défi auquel sont confrontées les pâtes enrichies en farines de légumineuses ; elles 

offrent un spectre plus large pour les personnes qui veulent améliorer la qualité nutritionnelle 

de leur alimentation, mais leur exploitation est confrontée à des difficultés technologiques. 

 Dans leur étude, Petitot et al. ont cherché à déterminer l'impact d'un niveau élevé d'ajout 

de farine de légumineuses (35 % pois cassés et fèves) dans les pâtes sur le processus de 

fabrication et les attributs culinaires et sensoriels. Ils ont découvert que l'introduction de 

protéines et de fibres sans gluten affectait la structure des pâtes et, par conséquent, leur qualité 

de cuisson et leurs propriétés texturales  (Petitot et al., 2010). L'optimisation des procédés de 

fabrication, principalement en ajustant les proportions de farines entre blé et légumineuses, 

permet de rendre compatible les préparations de pâtes contenant de la farine de légumineuses 

avec une production industrielle et les exigences structurelles et sensorielles (Kore et al., 2022). 

Une autre étude montre que la farine de blé dur peut être remplacée par 25 % de farine de 

pois chiche ou 20 % de farine de lentilles pour améliorer la valeur nutritionnelle sans affecter 

négativement les propriétés rhéologiques, les caractéristiques de cuisson ou les qualités 

sensorielles (Bayomy & Alamri, 2022).  

Au-delà de l'impact sur la structure du produit final, l'effet de la préparation de la farine sur 

la qualité nutritionnelle des légumineuses utilisées doit être considéré. Les farines de haricots 

extrudées ont montré une augmentation des sucres totaux et fibres solubles et une diminution 

des fractions de fibres insolubles (Berrios, 2006). La transformation de deux farines de 

légumineuses (pois chiche et lentille) a aussi permis d’observer des changements dans les 
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fractions de fibres alimentaires. Une augmentation générale des fibres insolubles (27-36 %), et 

un comportement différent des fibres solubles selon la source a été observé pendant la 

déshydratation thermique, cette fraction augmentant dans le cas du pois chiche (32 %) et 

diminuant dans le cas de la lentille (27 %). (Martín-Cabrejas et al., 2006). 

Pedrosa et ses collègues ont résumé les effets des méthodes industrielles utilisées pour 

préparer les farines de légumineuses, en particulier l'autoclavage et l'extrusion, sur les niveaux 

de composés antinutritionnels dans les légumineuses. Selon leur rapport, la quantité de 

galactosides a été réduite de 77 %, 68 % et 82 % dans les échantillons cuits à l'autoclave, 

extrudés/cuits et extrudés à froid, respectivement. Les phosphates de myo-inositol ont été plus 

affectés par l'autoclavage et l'extrusion/cuisson, avec des réductions allant de 2 à 100 % et de 

1 à 99 %, respectivement. Ces procédés ont réduit de manière significative la teneur en 

inhibiteurs de protéase (80-100 %), ce qui a amené les auteurs à conclure que la digestibilité 

des protéines de ces échantillons serait améliorée. Enfin, ils ont constaté une réduction des 

composés phénoliques allant jusqu'à 80 %, 99 % et 51 % pour les produits autoclavés, 

extrudés/cuits et extrudés/cuits à froid, respectivement (Pedrosa et al., 2021).  

Les légumineuses transformées et les aliments à base de légumineuses peuvent fournir non 

seulement des composés nutritifs, mais aussi des quantités significatives de composés bioactifs 

qui peuvent contribuer à la santé et au bien-être de l'Homme. Même si ces procédés de 

production de farines ont tendance à détruire la matrice alimentaire d'origine, ils peuvent être 

utilisés pour fabriquer des aliments tels que le pain qui sera plus dense et plus compact, 

réduisant ainsi la réponse glycémique (Burton & Lightowler, 2006). 

 Le cas des boissons enrichies en légumineuses 

Il existe de nombreuses boissons symbiotiques à base de légumineuses. La présence 

d’oligosaccharides comme les FOS et les GOS dans ces boissons permet de maintenir la 

croissance du probiotique associé (stratégie synergique) ou peut servir de vecteur pour 

atteindre le microbiote intestinal (stratégie complémentaire).  

Les légumineuses peuvent être utilisées pour maintenir les populations bactériennes dans 

des boissons fermentées non laitières afin de conserver leur fonction probiotique au fil du 

temps. Par exemple, l'ajout de haricots mungo rouges et/ou verts a permis à Lactobacillus casei 

ATCC 335 de se développer à une concentration >108 CFU/ml après optimisation (Chaturvedi 

& Chakraborty, 2022). Aussi, il a été démontré que les doliques à œil noir, les pois d'angole, 
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les pois chiches Kabuli et les pois chiches Dési soutiennent la viabilité microbienne de 

Lactobacillus rhamnosus GR-1 dans les préparations fermentées (Le & Hekmat, 2020). Ces 

boissons riches en prébiotiques de légumineuses ont démontré leur potentiel synergique avec 

certains probiotiques ce qui en fait une option intéressante pour offrir de nouveaux aliments 

capables de stimuler le microbiote tout en ayant les avantages de ne pas contenir de protéines 

de lait, de lactose, de graisses saturées ou de cholestérol (Sachin et al., 2022).  

D’autre part les prébiotiques obtenus à partir de légumineuses ont le potentiel d'être 

utilisés efficacement dans la production d'aliments laitiers, tels que les boissons, le lait et les 

yaourts (Chaturvedi & Chakraborty, 2021).  

 La durabilité des aliments transformés enrichis en légumineuses 

La durabilité est une considération essentielle lorsqu'il s'agit de produire des aliments 

fonctionnels transformés. Pour répondre aux critères de durabilité, les coûts énergétiques 

associés à la production de ces aliments doivent être pris en compte. L'utilisation de 

légumineuses dans les yaourts ou les boissons non laitières peut se faire sous forme de farine 

(Zare et al., 2011, 2013). Cependant, il est possible de transformer les légumineuses pour 

conserver une portion riche en protéines, en fibres et en éléments connexes. Par exemple, dans 

la préparation d'un lait de haricots et d'un yaourt, les haricots ont été trempés, broyés, bouillis, 

centrifugés et lyophilisés (Y. Chen et al., 2019). Une autre étude a torréfié des haricots rouges 

à 100⁰C, les a broyés, puis a tamisé la poudre obtenue pour produire une alternative au lait en 

poudre (Febrianto et al., 2016). Dans les deux cas, les légumineuses ont été trempées, bouillies, 

moulues et filtrées pour obtenir un liquide, qui a ensuite été pasteurisé. Un processus similaire 

a été utilisé pour fabriquer du lait de soja et de pois chiche fermenté à l'aide de bactéries 

lactiques (Marazza et al., 2012 ; Li et al., 2016). En prenant de telles mesures pour garantir la 

durabilité, les aliments fonctionnels peuvent constituer une option nutritive et 

écologique pour les consommateurs. 

Les produits fonctionnels à base de légumineuses décrits ici présentent de nombreux 

avantages. Associés à des probiotiques, ils ont des effets bénéfiques sur la santé intestinale. De 

plus, les procédés de transformation utilisés sont relativement doux, ce qui permet un maintien 

partiel de l'effet matrice et est relativement faible concernant le coût énergétique. Il est tout 

de même nécessaire d’encourager les efforts de recherche pour mettre en avant des 

technologies qui proposent des procédés de transformations verts.  
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Ces stratégies permettent d'utiliser certains des nutriments bioactifs des légumineuses, 

comme des fibres solubles, des vitamines solubles et certains polyphénols. Même si la matrice 

des légumineuses n'est pas totalement préservée, certains des co-passagers le sont.  

ii Les légumineuses dans les aliments ultra-transformés  

Selon la classification NOVA, les aliments ultra-transformés peuvent être défini comme des 

formulations principalement ou entièrement composées de substances dérivées d'aliments et 

d'additifs, avec peu ou pas d'aliments intacts du groupe 1. Ils contiennent des ingrédients tels 

que les sucres, les huiles, les graisses, les additifs et des sources d'énergie et de nutriments qui 

ne sont pas normalement utilisées dans les préparations culinaires. Des procédés couteux en 

énergie tels que l'hydrogénation, l'hydrolyse et l'extrusion sont utilisés pour créer ces produits 

alimentaires ultra-transformés, qui sont emballés de manière attrayante et commercialisés de 

manière intensive car ils sont peu coûteux et donc très rentables (Monteiro et al., 2018). 

 La stratégie dite du nutrisionnisme 

De nombreux aliments ultra-transformés sont enrichis en fibres de légumineuses et 

bénéficient d'allégations nutritionnelles "riches en fibres" (Regulation (EC) no 1924/2006, 

2006). Bien que ces aliments puissent paraitre bénéfiques d’un point de vue nutritionnel il est 

nécessaire de faire la distinction entre certains nutriments ajoutés pour leur valeur 

nutritionnelle et les additifs utilisés pour leurs propriétés structurantes qui peuvent être 

néfastes pour la santé et le microbiote.  

La stratégie du nutrisionnisme a été définie en 2008 et remet en question une des 

principales stratégies employées par les grands acteurs de l’agroalimentaire, chercheurs et 

industriels, au cours du XXème siècle. A savoir que la science de la nutrition se caractérise par 

la tentative de comprendre les aliments et les régimes alimentaires en termes de nutriments et 

de composition biochimique sans prendre en compte l’aliment dans son intégralité (Scrinis, 

2008). Pourtant les aliments naturels qui subissent une transformation importante perdent leur 

cohésion matricielle d'origine et leur potentiel effet sur la santé, en raison d'une cohésion 

structurelle affaiblie due à l'élimination des interactions préexistantes. À l'inverse, les aliments 

dont la matrice est d'origine naturelle conservent leur cohésion structurelle grâce à ces 

interactions préexistantes, qui sont plus fortes que celles reconstruites artificiellement (Fardet, 

2015).  
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Les légumineuses dans les aliments ultra-transformés enrichis sont dans une matrice moins 

compacte qui se décompose plus rapidement pendant la digestion, ce qui entraîne la libération 

des nutriments avec un effet de satiété plus faible et une biodisponibilité différente comparé 

à l’aliment dans sa version brute. Par ailleurs, les micronutriments ajoutés aux aliments ultra-

transformés ne sont pas identiques aux micronutriments naturellement présents dans les 

matrices alimentaires complexes et peuvent donc ne pas produire les mêmes effets (Talvas et 

al., 2010). Par ailleurs, certains de ces additifs alimentaires ont des effets néfastes sur le 

microbiote intestinal (Roca-Saavedra et al., 2018).  

 La durabilité des aliments ultra-transformés enrichis en fibres de 

légumineuses 

D’un point de vue environnemental, les procédés industriels nécessaires à la production de 

fibres de légumineuses consomment beaucoup d'énergie. Parmi les fibres alimentaires 

hydrosolubles, l'α-GOS peut être obtenu à partir des graines de légumineuses par extraction à 

l'aide d'une méthode chromatographique combinée à des solvants chimiques (Xiaoli et al., 

2008), avec des quantités extractibles qui varient entre 1 et 10 % en fonction de l'espèce et du 

cultivar (Lahuta et al., 2018). D'autre part, il existe des méthodes de production de fibres 

alimentaires par voie enzymatique, qui consomment moins d'énergie. Par exemple, l'α-GOS 

peut être produit par des réactions de transgalactosylation de l'α-galactosidase (α-Gal) ou par 

la conversion d'oligosaccharides de la famille du raffinose par la levansucrase. Cependant, il 

existe très peu de données sur les réactions de transgalactosylation α-Gal (Martins et al., 2019). 

De plus, les coûts associés à la recherche et au développement des enzymes utilisées dans ces 

méthodes sont élevés (Mutanda et al., 2014). 

De manière générale, les aliments ultra-transformés enrichis en fibres utilisent des 

méthodes d'extraction des nutriments énergivores. Cependant, une perspective pourrait 

résider dans l’utilisation de techniques de transformation minimale. Ces méthodes ne 

déstructurent pas complètement les produits naturels ce qui offre une approche moins 

couteuse énergétiquement et qui préserve la valeur nutritionnelle des aliments.   

c. Résumé des avantages et des inconvénients 

Dans les cuisines des ménages européens, les légumineuses sont généralement 

consommées directement après trempage et une longue cuisson dans l'eau bouillante. 

Globalement, ces modes de préparation augmentent la digestibilité des légumineuses bien 



72 

 

qu'une légère perte de fibres ingérées ait été constatée. Ces méthodes permettent de 

conserver la complexité de la matrice alimentaire ce qui augmente la biodisponibilité des 

nutriments. Sur le plan durable, en plus d’être très peu sujette au gaspillage (bonne 

conservation), leurs méthodes de préparation sont peu coûteuses en énergie. Enfin les 

légumineuses sont très accessibles financièrement. Il apparaît cependant nécessaire de 

réaliser un effort d’éducation en matière de préparation culinaire (techniques et 

recettes). 

Il existe de nombreux aliments industriels enrichis en légumineuses sur le marché et il est 

important de donner la possibilité aux consommateurs de faire la distinction entre ceux qui 

ont le potentiel d’être des aliments fonctionnels et ceux néfastes pour la santé et 

l’environnement. Parmi les aliments transformés avec un potentiel fonctionnel, certains 

représentent de réelles alternatives aux aliments actuels (riche en gluten par exemple). 

Globalement, l’ajout de légumineuses dans des aliments transformés répond à une stratégie 

nutritionnelle qui permet de combler le fossé qui existe entre les recommandations et la 

consommation des fibres alimentaires.  

En conclusion, notons qu’il est crucial de prendre en compte l'impact sur la santé humaine 

et sur l'environnement lors de l'évaluation des avantages des fibres alimentaires de 

légumineuses (Figure 15). Les connaissances sur les ingrédients fonctionnels comme les 

prébiotiques sont encore récentes. C’est l’occasion de repenser notre approche en demandant 

que l’impact environnemental de leur utilisation soit pris en compte dans leur évaluation. 
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Figure 15 : Cuisine maison versus cuisine industrielle.  

Les avantages et les inconvénients de deux méthodes de consommation de fibres alimentaires dérivées 

de légumineuses sont schématisés : la méthode artisanale et la méthode industrielle. 

2. Le microbiote intestinal constitue un levier pour 

augmenter la valeur perçue des Légumineuses 

Dans la première partie nous nous sommes intéressés aux fibres alimentaires des 

légumineuses et à leur consommation. La consommation étant trop faible comparée aux 

recommandations nous avons mis en avant certains facteurs qui permettraient d’augmenter 

leur valeur perçue. Ces facteurs peuvent être classés en quatre catégories ; (1) Les avantages 

pour la santé et le microbiote intestinal, (2) Les avantages durables, (3) Leur capacité 

d’adaptation à des régimes émergents spécifiques et (4) Leur avantage financier malgré des 

barrières de compétences.  

Les sections suivantes visent à détailler ces facteurs et explorer l’importance de chacun 

d’entre eux sur la valeur perçue des légumineuses par les consommateurs. Enfin, l’objectif est 

de comprendre comment l’impact des légumineuses sur le microbiote intestinal, s’articule 
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parmi ces facteurs, et en quoi il peut participer à l’augmentation de la valeur perçue des 

légumineuses (Figure 16).  

 

Figure 16 : Facteurs identifiés comme susceptibles d'influencer la valeur perçue des légumineuses.  

On y retrouve, les avantages pour la santé et le microbiote intestinal, les avantages durables, leur 

capacité d’adaptation à des régimes émergents spécifiques, leur avantage financier malgré des barrières 

de compétences. Quelle est la place de la modulation du microbiote intestinal par les légumineuses ? 

A. Les bienfaits des légumineuses pour la santé humaine 

En 1969, Denis Burkitt publie un article intitulé "Related disease-related cause?" qui devient 

le fondement de l'hypothèse de Burkitt. L'hypothèse basée sur les observations qu'il a faite est 

simple : le régime alimentaire occidental est trop pauvre en fibres et est responsable de 

l'émergence de nombreuses maladies. Depuis, les recherches sur les fibres alimentaires se sont 

multipliées, jusqu’à ce que les fibres deviennent un point central du régime alimentaire sain et 

équilibré.  

Dans ce contexte les légumineuses aussi ont le vent en poupe. En 2013, l’organisation des 

Nations unies pour l’Alimentation et l’Agriculture a été désignée pour organiser une année 

internationale des légumineuses. Depuis, chaque 10 février, une journée internationale leur est 

consacrée. C'est l'occasion de sensibiliser à l'importance des légumineuses dans l'alimentation 

mondiale. Cela permet aussi de rassembler des acteurs clés pour promouvoir la contribution 

apportée par les légumineuses à la santé, à la nutrition et à la durabilité.  
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Les légumineuses offrent une multitude de bienfaits pour la santé ; certains sont associés 

aux composés bioactifs présents dans les légumineuses, par exemple, les polyphénols leur 

confèrent des propriétés antioxydantes. D'autres avantages pour la santé sont attribués à leur 

teneur élevée en fibres alimentaires, qui induit par exemple, une réponse glycémique et un 

niveau de cholestérol réduits. Enfin, les légumineuses ont un effet prébiotique qui aide à 

réguler la fonction du microbiote intestinal. Comment ces bienfaits pour la santé affectent-ils 

les consommateurs ? 

a. Les légumineuses : des alliées de taille dans la prévention des 

maladies non transmissibles 

Dans cette section les bienfaits des polyphénols et des fibres alimentaires des légumineuses 

dans les principales maladies non transmissibles sont abordés. Ces données justifient l’intérêt 

porté pour les légumineuses et leur association à un régime alimentaire sain.  

i Le diabète de type II  

Les légumineuses constituent une excellente option alimentaire pour les personnes 

atteintes de diabète, grâce à leur faible indice glycémique et à leur teneur élevée en fibres 

(Atkinson et al., 2008). L'amidon résistant contenu dans les légumineuses contribue à améliorer 

la tolérance au glucose et la sensibilité à l'insuline, ce qui entraîne une réduction des 

complications liées au diabète (J. I. Mann et al., 2004).  

La cohorte PREDIMED, composée de 7 447 participants espagnols, a mené un essai clinique 

randomisé et multicentrique entre 2003 et 2010 afin d'évaluer l'efficacité d'un régime riche en 

légumineuses (Becerra-Tomás et al., 2018). Ils ont observé que les personnes qui 

consommaient le quartile le plus élevé de légumineuses totales avaient un risque 

significativement plus faible de développer un Diabète de Type II (DT2), même après avoir pris 

en compte leur modèle alimentaire et leur IMC. De même, les personnes qui consommaient le 

quartile le plus élevé de lentilles avaient 33 % de risque en moins de développer un diabète de 

type 2 par rapport à celles qui en consommaient le moins. Par ailleurs, une association inverse 

à peine significative a été observée entre la consommation de pois chiches et le 

développement du DT2. Ces résultats suggèrent que la consommation régulière de 

légumineuses, en particulier de lentilles, peut contribuer à réduire le risque de développer un 

DT2. 
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Les polyphénols issus des légumineuses se sont révélés être de puissants inhibiteurs de la 

lipase pancréatique, une enzyme importante impliquée dans l'absorption des triglycérides dans 

l'intestin grêle (Ercan & El, 2016). Par exemple, la saponine présente dans les pois chiches a 

démontré de solides effets inhibiteurs. Le blocage de l'absorption des triglycérides est une 

stratégie importante dans la prévention de l'obésité. Les polyphénols peuvent également 

posséder des propriétés anti-inflammatoires, qui peuvent être bénéfiques dans des conditions 

telles que le DT2 et l'obésité, en raison de leur capacité à inhiber les sources d'Espèces Réactives 

de l'Oxygène (ROS) et à renforcer l'activité antioxydante (Reis Giada, 2013). 

ii Cancer 

Selon une autre étude basée sur la cohorte espagnole PREDIMED, la consommation de 

grandes quantités de légumineuses et de lentilles a été associée à un risque plus faible de 

mortalité par cancer. Plus précisément, les résultats de l'étude ont indiqué qu'une 

consommation plus élevée de ces aliments était liée à un risque inférieur de 49 % et de 37 %, 

respectivement (Papandreou et al., 2019). Une méta-analyse, qui ne portait pas exclusivement 

sur les fibres de légumineuses, a démontré que l'apport en fibres alimentaires peut agir comme 

un facteur de protection contre les cancers gastro-intestinaux (Veronese et al., 2018). Les effets 

observés pourraient être attribués à la réduction des concentrations de biomarqueurs 

inflammatoires sériques (Raj Krishnamurthy et al., 2012). 

En terme de polyphénols, des études ont démontré la capacité des saponines à supprimer 

la croissance des cellules cancéreuses du côlon (Y. Zhou et al., 2021). Il a également été constaté 

que les saponines de légumineuses bloquent le cycle cellulaire au point de contrôle du fuseau 

mitotique, ce qui interfère directement avec la voie de signalisation responsable de la 

prolifération des cellules cancéreuses (Cui et al., 2020). 

Plusieurs autres composés, tels que les flavonoïdes, les lectines, les saponines, les 

alcaloïdes, les caroténoïdes et les acides phénoliques, se sont révélés efficaces dans la 

prévention et le traitement du cancer. Ces composés agissent par le biais d'une série de 

mécanismes, notamment l'inactivation des substances cancérigènes, l'arrêt du cycle cellulaire, 

le soulagement du stress par les antioxydants, la promotion de l'apoptose et la régulation du 

système immunitaire (Usman et al., 2022). 
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iii Maladies cardiovasculaires 

Plusieurs méta-analyses basées sur la littérature ont étudié le lien entre les Maladies 

Cardiovasculaires et la consommation de légumineuses. Ces différentes analyses ont été 

décrites dans une revue réalisée par Becerra-Tomás et ses collaborateurs (Becerra-Tomás et al., 

2019). Par rapport à une faible consommation de légumineuses, la catégorie d'exposition la 

plus élevée a été associée à une diminution de 10 % du risque de maladies cardiovasculaires 

et coronariennes (risque relatif = 0,90 ; IC à 95 % 0,84, 0,97) (Marventano et al., 2017).  

Dans une autre méta-analyse, une consommation élevée de légumineuses était 

inversement associée aux maladies cardiovasculaires et coronariennes, mais pas aux accidents 

vasculaires cérébraux. Une consommation hebdomadaire régulière de légumineuses était 

associée à une diminution du risque de maladie coronarienne, et ce bénéfice semble plafonner 

à des apports d’environ 400 g/semaine (Mendes et al., 2023). Les légumineuses font souvent 

partie d'un régime alimentaire sain ou peuvent remplacer des sources moins saines de 

protéines, ce qui pourrait expliquer les résultats observés. Les légumineuses peuvent 

également réduire le risque de MCV en affectant plusieurs facteurs associés tels que la pression 

artérielle, l'activité plaquettaire, les profils lipidiques et l'inflammation (Papanikolaou & III, 

2008). 

b. Les légumineuses sont capables de moduler le microbiote 

intestinal et d’améliorer la santé humaine 

Les fibres alimentaires fournissent le volume et l'humidité nécessaires au transit intestinal 

grâce à leur capacité d'absorption de l'eau. Elles contribuent à un intestin sain en réduisant la 

pression dans le côlon, en diluant les toxines et en augmentant la fréquence des selles (Conlon 

& Bird, 2015).  

La tolérance gastro-intestinale des fibres alimentaires et des glucides peu digestibles est 

un sujet de préoccupation. Il est important de noter que tous les types de fibres n'ont pas le 

même effet sur la tolérance digestive. Par exemple, les fructooligosaccharides peuvent induire 

des symptômes d’intolérance même à de faibles doses (10g) (Bonnema et al., 2010), alors que 

certaines formes d'amidon résistant, en fonction de leur solubilité, peuvent être consommées 

à des doses allant jusqu'à 45 g sans effet indésirable (van den Heuvel et al., 2004).  
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Une explication possible de ces différences est que la fermentation rapide et complète des 

fibres dans l'intestin supérieur peut être associée à une intolérance gastro-intestinale 

(Grabitske & Slavin, 2008). Outre les avantages qu'elles procurent en favorisant le transit 

intestinal et en gonflant les selles, les fibres alimentaires sont censées moduler efficacement le 

système immunitaire. Cette modulation résulte d'une communication finement régulée entre 

les micro-organismes et le système immunitaire de l'hôte, notamment par la production 

d'Acides Gras à Chaîne Courte (AGCC) (Abdalkareem Jasim et al., 2022). 

i Les métabolites produits par les bactéries intestinales 

Lorsque les fibres alimentaires présentes dans les légumineuses atteignent le colon, elles 

servent de source énergétique pour les bactéries. Elles subissent une fermentation par le 

microbiote colique anaérobie, ce qui entraîne la production d'AGCC, principalement le 

butyrate, l'acétate et le propionate. Le catabolisme des acides aminés ramifiés, en particulier la 

valine, la leucine et l'isoleucine, peut entraîner dans une moindre mesure la production d'AGCC 

ramifiés tels que l'isobutyrate et l'isovalerate. Les intermédiaires de fermentation du 

microbiote, comme le lactate ou l'éthanol, peuvent également être métabolisés en AGCC (Flint 

et al., 2012; S. Macfarlane & Macfarlane, 2003).  

Ces AGCC constituent la principale source d'énergie carbonique pour les colonocytes et 

sont considérés comme des facteurs clés du microbiome intestinal qui contribuent aux effets 

bénéfiques sur la santé humaine (J. Tan et al., 2014).  

Le microbiote intestinal produit de nombreuses autres classes de métabolites tels que les 

acides biliaires et les dérivés d'acides aminés, comme les métabolites du tryptophane, qui 

peuvent également avoir des fonctions de signalisation essentielles (Koh et al., 2016). La 

modulation du métabolisme des Acides Biliaires (BA) par le microbiome intestinal a un impact 

significatif sur l'homéostasie lipidique de l'hôte (Ahmad et al., 2023).  

Les métabolites produits par le microbiote intestinal sont essentiels pour éduquer, 

communiquer et stimuler le système immunitaire de l'hôte. Ils constituent une voie 

prometteuse pour l'étude des mécanismes biologiques impliquant le microbiote intestinal. De 

nombreuses études visent à démontrer une corrélation entre les métabolites microbiens et des 

états pathologiques et ainsi identifier des marqueurs biologiques de santé.  
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ii Le rôle du microbiote dans les maladies non transmissibles 

Depuis des décennies, les chercheurs tentent de déterminer si le microbiote intestinal peut 

jouer un rôle dans certaines maladies, en raison des connaissances bien établies selon 

lesquelles le microbiote est impliqué dans des fonctions physiologiques importantes telles que 

le développement du système immunitaire, le métabolisme de l'hôte et la communication 

intercellulaire. 

 Diabète de type 2 

Dans une étude cas-témoins danoise portant sur 268 personnes, il a été constaté que les 

adultes pré-diabétiques présentant une glycémie à jeun anormale avaient des profils de 

microbiote intestinal aberrants par rapport aux personnes en bonne santé ayant un contrôle 

glycémique normal (Allin et al., 2018). La signature la plus significative du microbiote du groupe 

pré-diabétique était une déplétion du genre Clostridium et de la bactérie dégradant la mucine 

Akkermansia muciniphila. Ces résultats suggèrent que les altérations microbiennes intestinales 

peuvent être une signature d'une inflammation de bas niveau dans le pré-diabète, similaire 

aux observations dans d'autres maladies chroniques telles que les maladies inflammatoires de 

l'intestin, l'adénome colorectal et le diabète de type 2 naïf de traitement.  

Dans une autre étude, Forslund et al. ont observé un modèle cohérent de changements 

dans le microbiome intestinal des personnes atteintes de diabète de type 2, notamment une 

réduction significative de l'abondance des taxons bactériens responsables de la production de 

butyrate (MetaHIT consortium et al., 2015). 

De plus, le microbiote intestinal peut affecter le contrôle glycémique de l'hôte à travers 

plusieurs mécanismes moléculaires, tels que la modification de la sécrétion d'incrétines, la 

production d'AGCC, la transformation des acides biliaires, et la régulation de l'inflammation et 

de la fonction des tissus (Gérard & Vidal, 2019).  

 Cancer colorectal 

Outre les agents pathogènes spécifiques, la production métabolique de l'ensemble du 

microbiote influence également le développement du cancer colorectal. En plus d'un 

microbiome diversifié et d'une faible pathogénicité, les AGCC empêchent la croissance des 

bactéries nocives, agissent comme une source d'énergie et d'agents anti-inflammatoires, et 

favorisent l'apoptose des cellules cancéreuses (Louis et al., 2014). Par exemple, l'analyse de 113 
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tumeurs colorectales a révélé une association positive entre les taux de survie et l'activité des 

transporteurs de butyrate, à savoir MCT1 et SMCT1 (Paroder et al., 2006).  

La plupart des connaissances et des théories actuelles sur la façon dont le butyrate affecte 

la carcinogenèse au niveau mécanique sont principalement dérivées de systèmes cellulaires in 

vitro. Lorsque de nombreuses lignées cellulaires tumorales sont exposées au butyrate in vitro, 

celui-ci induit généralement des effets anticancéreux, tels que la promotion de l'apoptose 

(Chirakkal et al., 2006) l'inhibition de la prolifération (Comalada et al., 2006) et la facilitation 

d'un phénotype plus différencié. 

 Maladies cardiovasculaires 

Des associations entre les entérotypes (genres et espèces au niveau taxonomique) et 

l'athérosclérose symptomatique ont été observées dans une étude portant sur 12 patients 

(Karlsson et al., 2012). Les gènes de la voie du peptidoglycane étaient enrichis chez les patients, 

tandis que les gènes impliqués dans la synthèse de molécules anti-inflammatoires (par 

exemple, le butyrate) et d'antioxydants étaient enrichis chez les témoins. Ces résultats 

suggèrent que le métagénome peut réguler les voies inflammatoires de l'hôte et contribuer au 

développement de l'athérosclérose symptomatique. 

Outre les altérations de la composition du microbiote intestinal, le potentiel métabolique 

de celui-ci a été identifié comme un facteur contribuant au développement des maladies 

cardiovasculaires. Le TMAO, un métabolite microbien qui subit une oxydation hépatique, a fait 

l'objet d'une attention considérable en raison de son rôle potentiel dans la promotion de 

l'athérosclérose et des maladies cardiométaboliques. Les commensaux intestinaux peuvent 

agir comme un "filtre métabolique", et moduler l’assimilation des nutriments et des molécules 

actives par l'hôte. Par exemple, les hormones dérivées du microbiote intestinal ont été 

identifiées pour modifier le métabolisme énergétique et la fonction cardiométabolique. 

L'inflammation chronique de faible intensité causée par l'endotoxémie métabolique peut 

également perturber l'équilibre du cholestérol et l'inflammation vasculaire (J. M. Brown & 

Hazen, 2015).  

 Maladies inflammatoires de l’intestin 

La Maladie de Crohn (MC) et la Colite Ulcéreuse (CU), appartiennent aux Maladies 

Inflammatoires Chroniques de l'Intestin (MICI). Ce sont des troubles inflammatoires chroniques 

et récurrents du tractus gastro-intestinal (Khor et al., 2011).  
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Chez les personnes atteintes de MICI, on observe une réduction des bactéries ayant des 

propriétés anti-inflammatoires et une augmentation des bactéries ayant des propriétés 

inflammatoires, par rapport aux personnes en bonne santé (Atarashi et al., 2013). Les 

changements les plus constants sont une réduction de la diversité du microbiote intestinal et 

une plus faible abondance des Firmicutes (Willing et al., 2010). En parallèle, les bactéries 

pathogènes capables d'adhérer à l'épithélium intestinal sont plus fréquentes chez ces patients. 

On observe une modification de la perméabilité de l'intestin, une altération du microbiote 

intestinal et une induction de l’inflammation par l’activation de l'expression des gènes 

inflammatoires (Ahmed et al., 2016).  

On retrouve, par ailleurs, un schéma cohérent de profils métaboliques altérés, qui est 

associé à des classes moléculaires spécifiques. Trois de ces classes sont les acides biliaires, les 

acides gras saturés et les métabolites du tryptophane (Lavelle & Sokol, 2020). 

iii Les effets prébiotiques des composants des légumineuses 

Les stratégies basées sur les prébiotiques visent à promouvoir la croissance et l'activité des 

bactéries commensales bénéfiques pour la santé.  

Les légumineuses contiennent des fibres alimentaires et des polyphénols qui ont été 

identifiés pour leurs effets prébiotiques. Par conséquent, ce sont des candidats potentiels pour 

favoriser la croissance des bactéries intestinales bénéfiques et palier l’altération de l’équilibre 

du microbiote que l’on peut observer chez les individus malades.  

 Les oligosaccharides de la famille du raffinose  

Les Oligosaccharides de la Famille du Raffinose (RFO) sont omniprésents dans la plupart 

des graines de légumineuses (Minorsky, 2003). Ces oligosaccharides sont composés de liaisons 

α-(1,6) qui relient le galactose à une molécule de saccharose (glucose-fructose). Cependant, 

l'Homme ne possède pas l'enzyme α-galactosidase, nécessaire à la synthèse et à la digestion 

de ces RFO dans l'intestin (Mao et al., 2014).  

Une étude en fermenteur in vitro a montré que l'utilisation du raffinose comme substrat 

conduisait à une augmentation significative de la production d’AGCC et de CO2, entraînant 

une diminution du pH final du milieu et une réduction de la concentration d'ammoniac. Cette 

observation peut s’expliquer par la stimulation de l’activité de fermentation de bactéries 

productrices d’AGCC ou de produits intermédiaires de la fermentation. Ici, le raffinose a permis 
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de stimuler la croissance d’espèces du genre Bifidobacterium et Lactobacillus, connues pour 

leur rôle important dans le maintien de la santé intestinale (Amorim et al., 2020). D’autre part, 

ce substrat a entrainé une diminution de l'abondance relative de protéobactéries, qui 

comprennent plusieurs agents pathogènes connus tels que E. coli (Amorim et al., 2020).  

Selon une étude portant sur 12 adultes en bonne santé, un régime alimentaire à court 

terme complété par des RFO a permis de moduler la composition du microbiote intestinal. Les 

résultats ont montré une augmentation de l'abondance relative des bactéries productrices de 

butyrate, telles que Faecalibacterium prausnitzii, et des Bifidobacteria, qui produisent de 

l'acétate (Fernando et al., 2010). 

Une étude qui visait à explorer les divers avantages des RFO pour la santé au-delà de la 

modulation du microbiote intestinal a montré que les RFO amélioraient la disponibilité du fer, 

prévenaient la stéatose hépatique non alcoolique en inhibant l'accumulation de lipides et 

avaient des effets antiallergiques, anti-obésité et antidiabétiques. Par ailleurs, les RFO ont 

réduit les niveaux d'ammoniac, d'indole fécaux et inhibé la formation du biofilm de 

Pseudomonas aeruginosa (Elango et al., 2022). 

Cependant, une attention particulière est portée sur les RFO car ils sont responsables des 

flatulences. Cet inconfort gastro-intestinal limite l’adoption de régimes alimentaires à forte 

teneur en RFO, tels que les légumes secs. Il est essentiel de trouver le bon équilibre pour 

promouvoir ces cultures en tant qu'aliments fonctionnels. Des recherches supplémentaires 

sont nécessaires pour déterminer la concentration idéale pour le bien-être de l'Homme. 

 L’amidon résistant 

L'amidon se compose de deux types de molécules de monosaccharides - l'amylose (chaîne 

linéaire) et l'amylopectine (chaîne ramifiée), qui sont chimiquement reliées par des liaisons 

glycosidiques α-(1,4) et/ou α-(1,6).  Les légumineuses crues et/ou cuites peuvent contenir des 

amidons qui forment des fibres alimentaires complexes et peu digestibles lorsqu’elles sont 

traitées thermiquement, on parle alors d’amidon résistant. L’amidon résistant est classé en 

quatre catégories en fonction de leurs caractéristiques physico-chimiques. L'amidon résistant 

de type 1 (AR1) est un amidon physiquement inaccessible, tandis que l'amidon résistant de 

type 2 (AR2) est un amidon granulaire non gélatinisé. L’AR de type 3 est de l'amylose 

rétrogradée et l’AR de type 4 (AR4) est chimiquement modifié pour le rendre indigeste. 
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Une étude in vitro de l'impact de l'amidon résistant de pois sur la composition fécale de 

cinq donneurs sains a été menée par D. Zhou et al. Leurs résultats ont démontré que la 

différence structurelle de l'amidon résistant induit une modification de la composition de la 

communauté microbienne. Au niveau du genre, l'amidon résistant a augmenté les niveaux de 

bactéries bénéfiques telles que Bacteroides, Blautia, Collinsella, le groupe Eubacterium rectale, 

Bifidobacterium et Ruminococcus, tandis que les bactéries potentiellement nocives telles que 

Escherichia et Prevotella ont diminué. (D. Zhou et al., 2021). 

Une autre étude s’est intéressée à l'impact d'une intervention nutritionnelle basée sur 

l'amidon résistant RS2 et RS4 sur 10 sujets en bonne santé. Les résultats suggèrent que les 

amidons RS2 et RS4 ont des effets différents sur le microbiote fécal en raison de leur structure 

chimique. Le changement le plus cohérent détecté était une augmentation significative de 

l’ADN de Bifidobacterium adolescentis, ce qui suggère que les RFO ciblent sélectivement ces 

populations bactériennes (Martínez et al., 2010). 

L'amidon résistant a de nombreux effets positifs sur l'organisme, comme le suggère une 

revue de Kadyan et al. Il a la capacité d’augmenter la diversité du microbiote intestinal, 

améliorer la sensibilité à l'insuline et augmenter la concentration d'acides gras saturés. Ces 

effets biologiques conduisent à une réduction de la glycémie postprandiale, de la masse 

graisseuse et du cholestérol.  

Autrement dit, l’amidon résistant peut être utilisé dans des stratégies de prévention de 

l’obésité (Kadyan et al., 2022). Il est toutefois important de prendre en compte que sa 

biodisponibilité pour les bactéries peut varier en fonction de la complexité de sa structure. Il 

faut donc s’attendre à une variabilité interindividuelle de la réponse à un régime alimentaire 

supplémenté en amidon résistant. 

 La pectine 

A ma connaissance, aucune étude ne s'est intéressée aux effets in vitro ou in vivo de la 

pectine spécifiquement extraite des légumineuses. Cependant, plusieurs études ont évalué 

l'effet prébiotique des pectines dérivées d'autres végétaux. 

Des chercheurs ont procédé à une évaluation in vitro de pectines de citron de faible et de 

haut poids moléculaire dans des fermenteurs inoculés avec des matières fécales provenant de 

deux personnes en bonne santé. Les résultats indiquent que la pectine pourrait modifier la 

composition du microbiote intestinal en modifiant l’abondance relative de certains taxons 



84 

 

bactériens, en particulier les Lachnospiraceae. L’apport de pectine en tant que substrat a 

entraîné une augmentation de la production d’AGCC (acétate) (Firrman et al., 2022). La 

dégradation de la pectine dans l'intestin humain est principalement effectuée par une minorité 

de bactéries du microbiote intestinal, dont les Bacteroidetes et les Firmicutes (Chung et al., 

2017). 

Une revue systématique sur le potentiel in vitro des pectines à servir de substrat pour des 

bactéries du microbiote intestinal a été réalisée. Il apparait évident que la plupart des substrats 

pectiques peuvent stimuler la croissance des genres Bacteroides et Lachnospira ainsi que des 

espèces telles que F. prausnitzii et L. eligens, et augmenter la production d’AGCC (acétate en 

particulier) (Pascale et al., 2022). Ces bactéries pourraient induire des effets anti-inflammatoires 

et immunomodulateurs dans l'intestin. Cependant les effets spécifiques de la pectine 

dépendent de ses caractéristiques structurelles (Elshahed et al., 2021). Il est donc nécessaire de 

faire des tests sur les pectines originaires des légumineuses pour s’assurer qu’elles ont le même 

potentiel prébiotique que celles issues des agrumes. 

Seul un petit nombre d'études ont été menées chez l'Homme pour étudier l'impact de 

l'ajout de pectine au régime alimentaire par le biais d'une supplémentation. L'essai le plus 

important a porté sur 100 adultes en bonne santé qui ont consommé 15 g/jour de pectine 

pendant 4 semaines, mais aucune différence n'a été observée en termes de composition du 

microbiote ou de profils métaboliques AGCC fécaux. Cependant, les auteurs suggèrent 

d'étudier l'effet de la supplémentation en pectine dans des sous-groupes de population plus 

spécifiques (An et al., 2019). Une étude a révélé que la supplémentation en pectine chez les 

patients recevant une transplantation de microbiote fécal aidait à préserver la diversité du 

microbiote intestinal après la transplantation, ce qui renforçait son effet (Wei et al., 2016).  

 Les polyphénols 

En 2017, l'International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) a suggéré 

d’ajouter les polyphénols à la liste des composants prébiotiques potentiels (Gibson et al., 2017). 

Les polyphénols contenus dans la matrice alimentaire des légumineuses pourraient donc 

répondre aux exigences requises pour être inclus dans cette liste.  

En raison de leurs propriétés physico-chimiques, les polyphénols sont en interactions 

étroites avec les micro-organismes intestinaux. Leurs effets dépendent des métabolites 

bioactifs produits lors de leur métabolisation par le microbiote, comme l'ont observé Carmody 
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et Turnbaugh (Carmody & Turnbaugh, 2014). Malheureusement ces mécanismes moléculaires 

sous-jacents sont complexes et encore mal compris. Des recherches supplémentaires sont 

donc nécessaires pour comprendre les interactions entre la matrice alimentaire et les 

métabolites microbiens de l'intestin.  

Etant donné que les polyphénols sont toujours inclus dans la matrice il est aussi important 

d’étudier les effets des autres composants de la matrice sur les interactions entre polyphénols 

et les bactéries commensales. Pour étudier ces interactions il est suggéré d’ajouter d’autres 

composants alimentaires lors de leur évaluation, tels que, les fibres alimentaires, les lipides, les 

glucides, les minéraux ou encore des additifs alimentaires. Ces facteurs peuvent avoir un impact 

sur la bioaccessibilité, la biodisponibilité et la réponse du microbiote intestinal aux polyphénols 

(Mithul Aravind et al., 2021). 

Les flavonoïdes. La circulation entéro-hépatique et le métabolisme colique sont des 

facteurs importants dans le métabolisme des flavonoïdes. Les métabolites des flavonoïdes 

détectés dans les fluides corporels humains sont en bon accord avec ceux détectés à partir 

d'incubations microbiennes in vitro, comme l'a rapporté Aura (Aura, 2008). Des espèces 

bactériennes telles que Bacteroides, Eubacterium, Enterococcus et Blautia sont également 

impliquées dans la transformation des flavonoïdes glycosylées en aglycones, puis dans leur 

décomposition en composés phénoliques plus petits (Braune & Blaut, 2016).  

D’autre part, le métabolisme et la dégradation de la catéchine impliquent des groupes 

d'Actinobactéries et de Clostridium (van Duynhoven et al., 2011).  

Les anthocyanes ont été associées à une modulation bénéfique du microbiote intestinal et 

des marqueurs inflammatoires, et cette modulation est obtenue via l’inhibition de la voie de 

signalisation du facteur de transcription NFκB (Morais et al., 2016). Les auteurs suggèrent que 

cette modulation soit la résultante de l’interaction entre les anthocyanes et des bactéries des 

genres, Bifidobacterium et Lactobacillus. In fine, cette modulation pourrait améliorer la fonction 

de la barrière intestinale et diminuer la translocation des lipopolysaccharides (LPS) dans la 

circulation sanguine. 

L’acide phénolique. Le microbiote intestinal décompose les polyphénols non absorbés en 

composés phénoliques plus petits en clivant d'abord la liaison glycosidique et en décomposant 

la structure biphénylpropane des polyphénols (Cardona et al., 2013).  
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Ainsi, les composés phénoliques des graines de canneberge sont impliqués dans la 

modulation de la réponse immunitaire de l'intestin et contribuent à la santé de l'intestin et à la 

réduction des dysfonctionnements métaboliques chez la souris (Monk et al., 2016).  

La combinaison de fibres alimentaires et de composés phénoliques en tant que co-

passagers a montré des effets synergiques dans une étude réalisée par Havlik et al. Dans des 

modèles de cultures discontinues in vitro en fermenteurs, ils ont constaté que la combinaison 

de polyphénols spécifiques et de fibres modifiait les quantités d'acides gras saturés et d'acides 

phénoliques produites, ce qui pourrait avoir des effets bénéfiques sur la santé (Havlik et al., 

2020).  

L'acide phénolique prédominant dans les légumineuses est l'acide férulique (Singh et al., 

2017). L'acide férulique, ainsi que ses métabolites produits par les bactéries intestinales, a le 

potentiel d'entraver la production de prostanoïdes, un médiateur inflammatoire. Par 

conséquent, il a été proposé que la décomposition microbienne des composés phénoliques 

alimentaires puisse avoir des effets chimio préventifs contre le cancer du côlon en raison de 

leurs propriétés anti-inflammatoires (Awika et al., 2018). 

Globalement, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour comprendre 

comment les polyphénols sont absorbés par l'organisme et comment leurs métabolites, tels 

que ceux produits par le microbiote intestinal, peuvent affecter les tissus systémiques. Ces 

recherches devraient impliquer des modèles in vitro et in vivo. (Ávila-Gálvez et al., 2018; 

González-Sarrías et al., 2017). 

c. Comment les bienfaits des légumineuses pour la santé 

impactent-ils la perception des consommateurs ? 

Les bénéfices que peuvent apporter les légumineuses sur le plan de la santé peuvent 

principalement être attribués à leur richesse en micronutriments et en fibres alimentaires. Les 

intégrer dans une alimentation saine est une stratégie pertinente pour prévenir certaines 

maladies. Mais comment ces informations relayées par les autorités de santé impactent-elles 

les consommateurs dans le choix de leur régime alimentaire ? Les effets des légumineuses sur 

le microbiote intestinal pourraient-ils peser dans la balance ?  

Une enquête quantitative menée dans cinq pays européens visait à identifier les barrières 

comportementales et les moteurs de la promotion de la consommation de légumineuses. 
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Comme les résultats n'ont pas été ajustés en fonction des statistiques démographiques de 

chaque pays, cette étude ne peut pas tirer de conclusions sur la population générale. De plus, 

un biais lié à l'auto-questionnaire doit être pris en compte. Néanmoins, cette recherche 

souligne que les avantages pour la santé des aliments, en particulier des légumineuses, sont 

tout aussi importants, voire plus importants, que le goût, qui est souvent considéré comme le 

facteur le plus critique dans le choix et le comportement alimentaires (Liem & Russell, 2019).  

Dans une autre enquête, les participants du Danemark, d'Espagne et de Pologne, 

considèrent que les facteurs de consommation les plus importants étaient liés aux déclarations 

des autorités de santé sur les légumineuses  (Henn, Goddyn, et al., 2022). Il est important de 

noter qu'une partie des consommateurs et des non-consommateurs associent les 

légumineuses à des problèmes digestifs. Dans cette étude, moins de 19 % des participants 

classés comme non-consommateurs ont déclaré que les problèmes de flatulence et de 

digestion étaient les principales raisons de ne pas consommer de légumineuses.  

Certaines méthodes de préparation comme le trempage ou la fermentation offrent la 

possibilité de réduire les propriétés antinutritionnelles, rendant ainsi les légumineuses plus 

faciles à consommer en termes de digestion et d'inconfort. Cependant, les problèmes digestifs 

sont associés aux oligosaccharides de la famille des RFO, qui ont par ailleurs des effets 

prébiotiques. Une solution pour les personnes sujettes à cet inconfort ou qui les redoutent 

serait d’introduire progressivement les légumineuses dans le régime alimentaire. Cela 

permettra de l’aider à s'adapter et à minimiser les effets secondaires des RFO (Bellini et al., 

2020). 

Les messages de santé relatifs aux légumineuses sont établis par les autorités sanitaires. 

Selon l'étude sur les recommandations nutritionnelles européennes menée par Hughes et al. 

aucune des recommandations ne met l'accent sur le maintien d'un microbiote intestinal sain 

(J. Hughes et al., 2022). Compte tenu de l'impact que les messages sanitaires semblent 

avoir sur les consommateurs européens, le maintien d'un microbiote intestinal sain 

pourrait être un levier pour augmenter la consommation de légumineuses. 

B. Les bienfaits des légumineuses sur l’environnement 

Plus d'un tiers de la surface terrestre est utilisé pour la production alimentaire mondiale, ce 

qui contribue à environ 30 % des émissions de gaz à effet de serre causées par l'homme et 
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constitue une menace environnementale importante (Garnett, 2011). Pour alléger le fardeau 

environnemental du système alimentaire, parallèlement aux progrès technologiques dans le 

domaine de l'agriculture, il est nécessaire de promouvoir des habitudes alimentaires plus 

durables. 

Si nous ne tenons pas compte de la durabilité lorsque nous évaluons nos régimes 

alimentaires, nous risquons d'exacerber les crises environnementales en cours, ce qui, en fin de 

compte, menace notre santé et notre bien-être. Il est donc essentiel d'accorder la priorité aux 

choix alimentaires durables, qui font partie intégrante d'un mode de vie sain.  

Les légumineuses ont une empreinte carbone plus faible car ce sont des cultures fixatrices 

d'azote qui ne nécessitent que peu ou pas d'engrais azotés. Grâce à une association 

symbiotique avec des bactéries fixatrices d'azote, en particulier celles du genre Rhizobium, qui 

convertissent l'azote atmosphérique (N2) en ammoniac (NH3), (une forme plus facilement 

utilisable par les plantes hôtes) par un processus appelé fixation biologique de l'azote (Yang et 

al., 2021). La capacité des légumineuses à fixer biologiquement l'azote atmosphérique 

dans cette association symbiotique permet de créer un apport continu d'azote dans les 

agroécosystèmes sans utiliser d'engrais artificiels supplémentaires (Clúa et al., 2018).  

Cette propriété de fixation de l'azote des légumineuses en fait de bonnes candidates pour 

la rotation des cultures. Cette caractéristique peut aussi contribuer à réduire les émissions de 

gaz à effet de serre par rapport à l'agriculture basée sur des systèmes d'engrais azotés (Gan et 

al., 2015). La matière organique de haute qualité libérée par les légumineuses dans le sol 

renforce la fertilité en facilitant la circulation des nutriments et en favorisant la rétention d'eau 

(Stagnari et al., 2017). Il en résulte donc une amélioration des rendements, avec un impact 

limité sur l'environnement. 

 La diversification des cultures à l'aide de légumineuses, en particulier, est un facteur de 

résilience important, car elle a des effets positifs à la fois sur les sols et sur le stockage du 

carbone, grâce à la gestion de la couverture des sols, des ressources en eau, de la biodiversité 

et de la production alimentaire. 

a. Vers un système agricole durable 

Le concept de développement durable a été défini en 1987 par la Commission mondiale 

sur l'environnement et le développement de l'Organisation des Nations unies (Brundtland 
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Commission, 1987). Le développement durable répond aux besoins du présent sans 

compromettre la capacité des générations futures à répondre à leurs propres besoins. Il doit 

être efficace économiquement tout en étant socialement équitable et écologiquement 

supportable. Dans cette lignée, l'agriculture durable poursuit au moins 5 objectifs 

simultanément : c'est une agriculture respectueuse de l'environnement, économiquement 

viable et socialement équitable, source de produits sains et de qualité, et qui ne menace pas le 

potentiel agricole futur (Wezel & Jauneau, 2011).  

L'agroécologie est une approche holistique qui implique l'intégration des sciences 

agronomiques, écologiques, humaines et sociales dans l'étude des systèmes agricoles. En tant 

que domaine interdisciplinaire, elle permet une compréhension globale des mécanismes de 

régulation complexes présents dans les systèmes cultivés et naturels, qui sont étroitement liés 

à divers organismes vivants, y compris l'homme. Cette approche prend en compte les 

dimensions économiques et sociales de l'agriculture, ainsi que les aspects géographiques, 

temporels et éthiques, ce qui permet une évaluation plus complète de la durabilité des 

pratiques agricoles (Tomich et al., 2011). 

Cette section porte sur les avantages des légumineuses pour les ressources naturelles, les 

émissions de gaz à effet de serre et la biodiversité. 

i Les légumineuses : un réservoir d’azote 

L'azote est un élément fondamental pour les processus vivants, car il est un composant 

essentiel des acides nucléiques et des protéines nécessaires au métabolisme des animaux et 

des plantes. Dans l'agriculture, l'azote est un facteur clé de la productivité et de la compétitivité, 

car les plantes en ont besoin en grandes quantités pour obtenir des rendements élevés.  

Les légumineuses ont une capacité unique à exploiter l'azote gazeux de l'air, en exploitant 

des relations symbiotiques avec des bactéries du genre Rhizobium ou Bradyrhizobium. Cette 

caractéristique biologique ne se retrouve pas chez les autres plantes, qui ne peuvent utiliser 

que des quantités limitées d'azote minéral dans le sol. Cette propriété permet aux 

légumineuses de faire partie des trois sources responsables des composés azotés actifs sur la 

planète : la fixation symbiotique, la production industrielle d'engrais et les processus de 

combustion. En 2000, l'UE-27 a introduit 1 million de tonnes d'azote réactif dans le cycle de 

l'azote par la fixation symbiotique des cultures agricoles, en plus des 0,3 million de tonnes 
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provenant de la fixation symbiotique naturelle (via les légumineuses sauvages, les bactéries 

libres du sol ou les cyanobactéries des océans), ce qui est relativement faible comparé aux 11 

millions de tonnes d'azote fournies par les engrais azotés industriels (Sutton et al., 2011).  

La méthode industrielle de production d'azote réactif est coûteuse en énergie, mais elle 

reste la plus utilisée en Europe. Economiser l'azote et mieux contrôler son utilisation et son 

devenir dans l'environnement devient une nécessité, quelle que soit son origine. L'azote réactif 

est responsable d'une variété d'impacts. (1) Sur la qualité de l'eau (teneur en nitrates dans l'eau 

potable, eutrophisation des milieux aquatiques et côtiers). (2) Sur la qualité de l'air (émission 

de NO, précurseur de l'ozone et d'ammoniac, précurseur des particules fines). (3) Sur les sols 

et les écosystèmes (acidification, eutrophisation, biodiversité). (4) Sur le climat (émissions de 

d’oxyde nitreux N2O, particules, ozone troposphérique, stockage du carbone). (Sutton et al., 

2011). 

L’azote que les légumineuses sont capables d’apporter aux systèmes agrologiques leur 

permet d’être considérées comme une source d’engrais vert. Dans les systèmes agricoles en 

rotation, une partie importante est consacrée à leur croissance, pour qu’ensuite cela puisse 

bénéficier aux autres espèces en culture.  En raison de l'augmentation des coûts des intrants 

synthétiques et des préoccupations concernant les performances environnementales de 

l'agriculture, il existe un intérêt croissant pour l'expansion de cette utilisation (Baddeley et al., 

2017). 

ii Leur impact sur les émissions de gaz à effet de serre 

À l'échelle mondiale, l'industrie agricole est l'un des principaux responsables des émissions 

de méthane (CH4) et d'oxyde nitreux (N2O). Ces deux gaz à effet de serre sont respectivement, 

d’environ 25 et 298 fois plus puissants que le dioxyde de carbone (CO2) en termes d'effet de 

réchauffement sur le climat (IPCC, 2007). La culture de légumineuses offre à plusieurs niveaux 

la possibilité d'atténuer les trois principaux gaz à effet de serre : le dioxyde de carbone, le 

méthane et l'oxyde nitreux.  

En remplaçant certaines cultures de blé ou de maïs destinées à l'alimentation animale par 

des légumineuses, il est possible de réduire les émissions de dioxyde de carbone associées à 

ces cultures fortement consommatrices d’engrais. Certains mélanges de légumineuses peuvent 
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diminuer la production de méthanes des ovins et de certains bovins grâce à une vitesse de 

digestion plus élevée (Baumont et al., 2016).    

La fixation symbiotique de l’azote produit peu de N2O (Schmeer et al., 2014). L’utilisation 

des légumineuses en tant qu’engrais vert permet de remplacer une partie des engrais artificiels 

(Clúa et al., 2018), et donc de réduire de façon importante les émissions de N2O liées. 

Enfin, une étude de méta-analyse a suggéré que les légumineuses ont la capacité de 

stocker 30 % de carbone organique du sol en plus par rapport à d'autres espèces (S. Kumar, 

Meena, et al., 2018).  

iii L’impact des légumineuses sur la biodiversité 

Dans les écosystèmes agricoles, la biodiversité est cruciale pour la fourniture de services 

écosystémiques qui soutiennent et régulent les processus vitaux, tels que la pollinisation, le 

cycle des nutriments, la structure et le fonctionnement du sol (Altieri, 1999). Les systèmes 

modernes de monoculture intensive reposent sur une gamme limitée de plantes cultivées en 

séquences simples, complétées par des engrais minéraux et des mesures chimiques de 

protection des cultures. Cette approche a entraîné une diminution de la diversité des cultures, 

une simplification des paysages et une perte des habitats naturels pour diverses espèces au fil 

du temps et un déclin de la biodiversité globale (Everwand et al., 2017).  

Ajouter des légumineuses est une stratégie qui permet d’augmenter la diversité des 

cultures. Par conséquent cela crée un plus large éventail d'habitats et un paysage plus 

hétérogène, ce qui peut favoriser la diversité des niches et contribuer à la préservation de la 

diversité des espèces (Tscharntke et al., 2005). Le déclin des pollinisateurs peut être attribué en 

partie à la perte de leurs habitats, qui se traduit par une diminution de la quantité et de la 

variété des fleurs et des sites de nidification (Goulson et al., 2015).  

Par ailleurs, la culture de légumineuses dans les systèmes de culture a des effets positifs 

sur la microflore du sol en raison des caractéristiques uniques de l'environnement racinaire des 

légumineuses. Les légumineuses sécrètent des exsudats riches en azote et favorisent la 

mobilisation du phosphore, ce qui est bénéfique pour la biodiversité microbienne (Eisenhauer 

et al., 2009). Encore une fois, la réduction de l’utilisation de produits phytosanitaires et 

d’engrais minéraux pour les légumineuses limitent les impacts négatifs de ces intrants sur la 

microflore. 
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b. Vers un système alimentaire durable 

Les régimes alimentaires durables sont définis comme ayant un faible impact sur 

l'environnement. Ils contribuent à la sécurité alimentaire, nutritionnelle et à une vie saine pour 

les générations actuelles et futures. Les régimes alimentaires durables sont protecteurs et 

respectueux de la biodiversité et des écosystèmes, culturellement acceptables, accessibles, 

économiquement justes et abordables, nutritionnellement adéquats, sûrs et sains, tout en 

optimisant les ressources naturelles et humaines (FAO & Nutrition and Consumer Protection 

Division, 2010). Dans ce contexte les légumineuses présentent de nombreux avantages. 

Conservation. Les légumineuses sous forme de graines se conservent très longtemps dans 

un endroit sec, à l'abri de l'humidité et de la lumière. Cela permet de les acheter en grandes 

quantités en vrac, ce qui contribue à réduire l'utilisation du plastique et à limiter le gaspillage. 

Régime à base de plantes. Les légumineuses présentent un grand intérêt pour la 

promotion de régimes alimentaires durables en raison de leur teneur élevée en protéines, ce 

qui en fait une excellente source de protéines d'origine végétale et une alternative durable aux 

protéines animales. L'empreinte de GES pour 100 g de protéines des légumineuses est 

nettement inférieure à celle du bœuf, avec une réduction de plus de 90 %, et inférieure à celle 

de l'agneau et du mouton, avec une réduction de plus de 80 % (Semba et al., 2021). 

Coût énergétique. Comme indiqué précédemment, l'énergie nécessaire à la préparation 

de plats de légumineuses maison est relativement faible, ce qui en fait un complément précieux 

à un régime alimentaire durable. À l'inverse, les aliments ultra-transformés à base de 

légumineuses ont un impact environnemental beaucoup plus important en raison des 

procédés industriels utilisés.  

Pour ces raisons, il est fortement recommandé de réduire la consommation de plats 

préparés et d'aliments ultra-transformés. Cela est non seulement bénéfique pour la santé 

humaine, mais contribue également au bien-être des animaux et de l'environnement (Paris et 

al., 2022).  

Pour atteindre un équilibre entre le coût environnemental et les bénéfices pour la santé, 

les fabricants pourraient potentiellement trouver des moyens de minimiser leur empreinte 

environnementale lorsqu'ils proposent des produits enrichis en légumineuses sur le marché, 

que ce soit pour leur potentiel en fibres, en protéines ou en prébiotiques.  
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L'approvisionnement. Afin de maintenir cet équilibre, il est recommandé que les 

légumineuses utilisées dans ces produits soient issues de l'agriculture biologique, de filières 

courtes ou de la valorisation de déchets et de coproduits. En outre, les processus d'extraction 

utilisés pour récupérer les composés bioactifs doivent être menés avec un haut niveau de 

responsabilité environnementale. 

Par exemple, les coproduits de légumineuses obtenus à partir des déchets de traitement 

primaire des unités de broyage de légumineuses peuvent être utilisés pour obtenir des 

polysaccharides d'origine végétale (Mualikrishna & Tharanathan, 1994). De même, les déchets 

de graines laissés en décomposition naturelle dans les champs, riches en polysaccharides 

complexes, peuvent être utilisés pour synthétiser des prébiotiques pour la microflore 

intestinale. L'incorporation de ces composés dans l'élevage et la production alimentaire peut 

réduire la dépendance de l'agriculture animale à l'égard des antibiotiques chimiques 

(Bamigbade et al., 2022).  

c. Impact des avantages environnementaux des légumineuses 

sur la perception des consommateurs 

Les légumineuses ne sont pas seulement recommandées pour leurs bienfaits diététiques. 

Leurs bienfaits sur l’environnement permettent de les inscrire dans des stratégies alimentaires 

durables. Mais comment cela impacte-t-il les consommateurs ?  

i La consommation maison des légumineuses 

Une étude menée dans cinq pays européens avait pour objectif de comprendre comment 

les consommateurs utilisent et perçoivent les légumineuses en tant qu'options alimentaires 

polyvalentes et respectueuses de l'environnement. Leurs conclusions indiquent que la 

consommation de légumineuses est peu fréquente et peu diversifiée. En outre, la perception 

de la durabilité n'était pas très élevée, puisque seulement 30 à 40 % des personnes interrogées 

associaient cette caractéristique aux légumineuses. Il est intéressant de noter que les pois 

d'Angole et les haricots Bambara, qui sont des types de légumineuses relativement peu 

courants, ont été jugés plus durables que les lentilles. En revanche, les haricots rouges ont été 

perçus comme moins durables (Henn, Zhang, et al., 2022). 

Dans l'ensemble, leur étude a mis en évidence l'absence de lien entre la durabilité et les 

avantages environnementaux de la consommation de légumineuses et les motivations des 
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consommateurs à les consommer. Les chercheurs ont souligné la nécessité d'éduquer les 

consommateurs européens sur les impacts positifs de la consommation de légumineuses sur 

l'environnement et l'empreinte carbone. 

D'autres études ont révélé que les participants manifestaient une forte préférence pour les 

produits fabriqués localement, ce qui donne à penser qu'une stratégie de marketing qui 

exploite le sentiment d'appartenance locale et qui met l'accent sur les avantages potentiels 

pour l'économie locale pourrait être fructueuse pour l'environnement (Acciani et al., 2021; 

Chambers et al., 2007).  

ii La consommation des produits transformés à base de légumineuses 

L'impact des informations sur la durabilité environnementale sur la perception des pâtes à 

tartiner à base de légumineuses transformées a été examiné dans le cadre d'une étude menée 

au Danemark. Les résultats ont montré que le fait de fournir aux consommateurs des 

informations supplémentaires sur les avantages environnementaux des légumineuses 

entraînait une augmentation de la perception du goût des pâtes à tartiner fabriquées à partir 

de différents types de légumineuses (Henn et al., 2023). Cela suggère qu'il pourrait être 

bénéfique de remédier à l'ignorance des consommateurs quant à la durabilité des 

légumineuses. 

En ce qui concerne les substituts de viande à base de légumineuses, les consommateurs 

semblent avoir une impression plutôt négative de ces produits en général. En moyenne, 

l'impact environnemental des produits de substitution de la viande est surestimé et ils sont 

principalement perçus comme moins respectueux de l'environnement que les produits à base 

de viande. C'est ce que suggère une étude réalisée par des chercheurs suisses et publiée en 

2022 (Hartmann et al., 2022).  

Par ailleurs, les consommateurs n'ont pas seulement des attitudes négatives à l'égard de 

ces produits mais semblent également remettre en cause leurs bénéfices nutritionnels et 

environnementaux et n'ont apparemment pas confiance dans ces nouvelles solutions pour 

réduire l'impact environnemental de leur alimentation (Michel et al., 2021). 

Selon les enquêtes présentées ici, il apparaît nécessaire que la communication des bienfaits 

des légumineuses sur l’environnement doit évoluer. Les consommateurs doivent être 

conscients que les légumineuses sont importantes pour la durabilité de l’agriculture et de 
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l’alimentation. L’éducation des consommateurs européens sur ces bénéfices constitue un levier 

pour augmenter la valeur perçue et la consommation des légumineuses. 

C. Les légumineuses sont adaptées à de multiples stratégies 

alimentaires 

Cibler des populations spécifiques avec des régimes à base de légumineuses représente 

une stratégie potentielle pour augmenter la valeur perçue des légumineuses. Grâce à leurs 

propriétés nutritionnelles, les légumineuses peuvent répondre aux besoins de divers groupes 

de consommateurs.  

a. Régimes flexitarien et végétariens 

Le terme "flexitarien" reflète la nature flexible et adaptable de ce régime, ce qui le 

différencie des régimes végétariens et végétaliens stricts qui excluent tout ou partie des 

aliments d'origine animale. Il s’appuie sur l’idée qu’il n’est pas nécessaire d’exclure des 

catégories entières d’aliments pour améliorer la durabilité du régime (Vieux et al., 2020). Plutôt 

que d'imposer des directives prescriptives en matière de calories ou de macronutriments, le 

régime flexitarien est conçu comme une approche de style de vie, caractérisée par les principes 

suivants. Il donne la priorité aux aliments d'origine végétale tels que les fruits, les légumes, les 

légumineuses et les céréales complètes ; privilégie les sources de protéines d'origine végétale 

par rapport aux sources d'origine animale ; autorise la consommation occasionnelle de 

produits d'origine animale ; choisi des aliments entiers ou peu transformés ; et limite la 

consommation de sucres ajoutés et de sucreries.  

Les légumineuses sont riches en protéines (Gazan et al., 2021) ce qui les rend relativement 

populaires dans les régimes à base de plantes pour substituer l’apport de protéines d’origine 

animale.  

Les régimes flexitariens et végétariens sont de plus en populaires en France et Europe, 

pourtant la proportion de végétarien reste inférieur à 10 % en Europe (Leitzmann, 2014), et de 

l’ordre de 2 % en France contre près de 25 % de flexitariens (Crouzet & Tayeau, 2021). 

Parallèlement à cette augmentation, l'offre de substituts industriels à la viande et aux produits 

laitiers fabriqués à partir de végétaux s'est accrue au cours de la dernière décennie dans les 

pays occidentaux. La plupart de ces substituts sont des Aliments Ultra-Transformés (AUT).  
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Il convient de rester vigilant pour les personnes végétariennes car le développement de ce 

marché industriel a contribué à l'augmentation de la consommation d'AUT au sein de cette 

population (Julia et al., 2018). D’après une étude transversale menée à partir des données de 

21 212 Français, par rapport aux mangeurs de viande, les végétariens consacrent une plus 

grande proportion de leurs apports énergétiques aux AUT (Gehring et al., 2021). Un grand 

nombre des substituts industriels de viande et de produits laitiers à base de plantes créés 

spécifiquement pour ces régimes appartiennent aux AUT. Bien que les végétariens et les 

végétaliens montrent une plus grande préférence pour les aliments sains à base de plantes, ils 

ont également une fréquence de consommation plus élevée des AUT à base de plantes. Cette 

consommation est associée à un âge plus jeune au début du régime et une durée d'adhésion 

plus courte au régime.  

b. Stratégies nutritionnelles personnalisées 

La nutrition personnalisée est un concept émergent qui prend en compte les 

caractéristiques individuelles telles que l'âge, le sexe, le poids, le niveau d'activité physique et 

les préférences alimentaires, dans le but de fournir des recommandations nutritionnelles 

personnalisées.  

Les avancées techniques de caractérisation taxonomique et fonctionnelle du microbiote 

intestinal permettent d’envisager d’inclure cette nouvelle caractéristique dans les stratégies 

nutritionnelles personnalisées (Bedu-Ferrari et al., 2022). Dans ce contexte les prébiotiques et 

des fibres alimentaires dont on connait la structure physico-chimique peuvent faire partie des 

recommandations nutritionnelles.   

De nombreuses interventions nutritionnelles ont démontré que les prébiotiques peuvent 

avoir des effets variables sur la santé métabolique et le microbiote intestinal. Les réponses 

cliniques aux prébiotiques diffèrent d'un individu à l'autre, ce qui suggère qu'ils peuvent être 

plus efficaces chez certains individus que chez d'autres.  

Bien que des facteurs tels que la géographie, l'alimentation, la prise de médicaments et le 

mode de vie puissent expliquer les réponses microbiennes variables entre les individus, les 

différences dans la capacité enzymatique à utiliser les substrats prébiotiques (Zhao et al., 2018) 

et/ou l'absence d'espèces clés  (Ze et al., 2012) peuvent également expliquer cette variabilité 

de la réponse à l'intervention alimentaire. Les individus qui répondent aux interventions 
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nutritionnelles à base de prébiotiques possèdent des microbes commensaux capables de 

métaboliser les prébiotiques, ce qui confère un effet bénéfique sur la santé de l'hôte.  

Pour fournir une nutrition personnalisée, le profilage du microbiome intestinal pour les 

CAZymes peut être utilisé comme une caractéristique microbienne critique qui influence 

profondément les interactions de l'hôte avec diverses sources de sucres complexes 

(Bhattacharya et al., 2015). En établissant le profil du microbiome d'un individu, il est possible 

de prédire le métabolisme des prébiotiques au niveau individuel (Onyango et al., 2021). Ainsi, 

en fonction du profil CAZy d'un individu, les fibres dont les liaisons osidiques sont 

métabolisables par son microbiote peuvent être recommandées.  

Globalement, les légumineuses constituent une source de prébiotiques appropriée pour 

ces stratégies, si les propriétés physicochimiques de leurs fibres sont soigneusement 

caractérisées au préalable. 

Les légumineuses ont non seulement des effets positifs sur la santé, mais elles conviennent 

également à de nombreux modèles alimentaires spécifiques et émergents. En promouvant les 

légumineuses dans ces contextes, il est à nouveau possible d'accroître leur valeur perçue. 

D. Les influences du prix et des compétences sur la 

consommation de légumineuses 

Dans toute stratégie visant à accroître la consommation de légumineuses, il est essentiel 

de tenir compte du prix et des compétences requises pour leur préparation culinaire. Il est 

toutefois important de garder en tête que ces facteurs sont fortement influencés par les 

décideurs politiques, directement ou indirectement. 

a. Le prix 

Le prix est un facteur important dans le choix des aliments et il est particulièrement 

important pour les consommateurs à faibles revenus (Steenhuis et al., 2011). Dans une étude 

menée en France, les choix des consommateurs ont été examinés dans le cadre de différents 

scénarios spécifiques. L'un de ces scénarios, appelé "budget", consistait à préparer un repas 

économique à la fin du mois, après avoir payé la plupart des factures. Les légumineuses ont 

été préférées dans ce scénario, ainsi que dans le scénario végétarien, par rapport à d'autres 

contextes. Cette étude a montré que les participants étaient conscients du prix abordable des 

produits alimentaires à base de légumineuses, mais qu'ils connaissaient moins bien leur valeur 
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nutritionnelle. Les auteurs ont conclu que le faible coût des légumineuses est un avantage 

reconnu par les consommateurs (Melendrez-Ruiz et al., 2019). 

Concevoir et mettre en œuvre efficacement des politiques de santé publique qui 

promeuvent une alimentation saine est un énorme défi car les choix alimentaires, outre le goût 

et l'appétit personnels, sont influencés par plusieurs facteurs externes tels que le prix, 

l'accessibilité, la publicité, les contacts sociaux, les déterminants socioculturels et 

l'environnement alimentaire local (Dieteren et al., 2022). En ce qui concerne les stratégies 

basées sur les prix, il a été démontré que les consommateurs sont plus favorables aux stratégies 

positives (primes ou subventions) qu'aux stratégies négatives (augmentation des taxes) 

(Dieteren et al., 2022; Steenhuis et al., 2011) 

Les légumineuses brutes étant peu coûteuses, l'identification de telles stratégies de 

promotion qui répercutent le prix serait peut-être plus adaptée aux produits industriels 

transformés. Dans le but de prendre en compte le rapport bénéfice pour la santé/risque pour 

l'environnement, il pourrait être intéressant de proposer des promotions tarifaires pour les 

produits qui tendent à respecter les critères que nous avons décrits plus haut. A savoir des 

produits issus de sources cultivées en agriculture biologique ou issus de la valorisation de 

coproduits, qui ont été produits avec des méthodes de transformation durables. 

b.  Les compétences  

Il existe une relation entre les choix alimentaires et les capacités culinaires d'un individu 

(Hartmann et al., 2013). Cela suggère que les campagnes de prévention pour la santé 

pourraient avoir pour objectif d’améliorer les compétences culinaires de la population 

générale. 

La promotion des connaissances culinaires, plus particulièrement de recettes et de 

techniques de préparation des légumineuses, pourrait représenter une stratégie de santé 

publique pour franchir les barrières relatives à leur consommation. Par exemple, des cours de 

cuisine dans les écoles peuvent être particulièrement bénéfiques pour les enfants et les jeunes 

adultes. Des auteurs ont même suggérer d'intégrer des environnements d'apprentissage 

culinaire dans les structures éducatives et professionnelles, qui incluraient des espaces dédiés 

à l'apprentissage de la culture des plantes et à la préparation des plats (Eisenberg & Imamura, 

2020). Tout cela dans le but de les consommer dans les cantines de ces structures. Ces futures 
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structures favoriseraient effectivement à la fois les compétences agronomiques, culinaires et la 

consommation d'aliments sains.  

Globalement, le prix et les compétences sont des facteurs qui ont une influence sur la valeur 

perçue des légumineuses par les consommateurs.  

3. Conclusion 

Les légumineuses présentent de nombreux avantages tant pour l'environnement que pour 

la santé, ce qui en fait un acteur potentiel pour conduire l'Europe vers un système 

agroalimentaire plus durable. D'un point de vue nutritionnel, elles permettent de remplacer 

une partie des apports en protéines d'origine animale tout en réduisant l'écart entre les 

recommandations et les apports en fibres alimentaires. Pour réaliser la transition vers un 

système agroalimentaire plus durable, il est impératif que les consommateurs perçoivent 

les nombreuses qualités des légumineuses et soient capables de distinguer un aliment 

réellement nutritif d'un aliment transformé à faible valeur nutritive.  

Plusieurs enquêtes ont suggéré que les consommateurs considèrent les légumineuses 

comme bénéfiques pour la santé, ce qui correspond à l'information véhiculée par les messages 

des autorités sanitaires. Malheureusement, ces messages ne mentionnent pas le microbiote 

intestinal, alors que les légumineuses pourraient avoir un effet bénéfique sur cet écosystème, 

qui en retour a des effets bénéfiques sur la santé humaine. D'autre part, il a également été 

constaté que les consommateurs sont relativement peu conscients des bénéfices des 

légumineuses pour l'environnement. Si les consommateurs étaient sensibilisés, la 

consommation des légumineuses augmenterait avec leur valeur perçue.  
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Figure 17 : Articulation des différents facteurs identifiés comme ayant un impact sur la valeur 

perçue et la consommation des légumineuses. 

Sur ce schéma sont présentés les différents facteurs identifiés. Les messages liés aux effets bénéfiques 

pour la santé ont un impact reconnu sur le comportement des consommateurs (haut-parleur vert). En 

revanche aucun message de santé ne fait référence au microbiote intestinal (haut-parleur rouge), et les 

bénéfices sont l’environnement mériteraient plus de communication (haut-parleur jaune). Augmenter la 

communication sur les bienfaits des légumineuses sur le microbiote en tant qu’écosystème constitue un 

levier pour augmenter la compréhension des bénéfices sur l’environnement de façon plus générale. 

Le microbiote et l'environnement peuvent tout deux être considérés comme des 

écosystèmes complexes qui doivent être maintenus en équilibre pour conserver une bonne 

santé. La prise de conscience des effets bénéfiques sur le microbiote intestinal pourrait aider 

le consommateur à mieux comprendre les autres écosystèmes et l’environnement en général. 

Les bénéfices pour l'environnement n'étant pas encore bien connus, il est temps de profiter de 

cette lacune pour inculquer aux consommateurs de tous âges la notion d'écosystème intestinal 

complexe et les bénéfices que les légumineuses apportent à cet écosystème et plus largement 

aux agroécosystèmes. La communication sur les effets bénéfiques des légumineuses sur le 

microbiote intestinal est un levier intéressant pour mieux faire comprendre les bénéfices 

des légumineuses sur les écosystèmes de manière plus large (Figure 17). Tous les leviers 

de communication doivent être activés pour espérer voir un changement de 

comportement des consommateurs. 
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Il existe évidemment des barrières qui ralentissent l'augmentation de la consommation de 

légumineuses. Les principales barrières identifiées ici sont liées aux connaissances.  

A ce titre, la qualité nutritionnelle des légumineuses devrait être enseignée. Les 

légumineuses sont des plantes qui offrent un riche apport en protéines, en fibres alimentaires, 

en prébiotiques et en composés bioactifs. Tout cela dans une même matrice alimentaire. 

Cette notion devrait également être enseignée pour permettre aux consommateurs de 

comprendre la différence nutritionnelle entre un produit brut et un produit transformé. 

Le microbiote intestinal peut aider à comprendre l’effet matrice et cette différence 

nutritionnelle et pourrait donc servir de levier. 

Des actions préventives de santé publiques pourraient promouvoir la cuisine des 

légumineuses dans les écoles et les milieux éducatifs pour pallier ce manque de connaissance. 

Consacrer un temps d'enseignement à la culture et à la préparation des légumineuses 

permettrait d'inculquer les effets bénéfiques pour l'environnement et la santé tout en 

développant les compétences culinaires des jeunes générations.  

De plus en plus de produits transformés à base de légumineuses sont disponibles sur le 

marché, et il en existe une grande diversité. Certains ont une valeur nutritionnelle élevée tandis 

que d'autres contiennent beaucoup de graisses et de sucres et contribuent ainsi à l'épidémie 

d'obésité, de diabète et de maladies inflammatoires de l'intestin. Dans les années à venir, 

certains de ces aliments pourraient faire l'objet d'une allégation de santé en raison de la nature 

prébiotique des nutriments dérivés des légumineuses. Il pourrait être suggéré que pour tous 

ces aliments à base de légumineuses, des critères environnementaux soient pris en 

compte pour bénéficier d'allégations de santé, afin que les nouvelles et futures 

connaissances sur les effets bénéfiques du microbiote intestinal n'aient pas d'impact 

négatif sur l'environnement.  

Les associations scientifiques et les agences de réglementation pourraient discuter de la 

nécessité d'équilibrer le compromis entre les bénéfices pour la santé et les risques pour 

l'environnement. Par exemple, en considérant les processus de fabrication des aliments à base 

de légumineuses et l'origine des légumineuses utilisées (agriculture biologique ou coproduits). 

Il pourrait être suggéré que ces critères environnementaux fassent parti du cahier des charges 

à respecter pour bénéficier d’allégations de santé liées au microbiote. 



102 

 

Au-delà de l’impact technologique que peut avoir la recherche sur le microbiote intestinal, 

les connaissances relatives à ce domaine peuvent permettre aux régulateurs de prendre des 

décisions éclairées quant aux sources et aux aliments respectivement sélectionnées par les 

industriels et consommés par la population. 

Le développement de technologies futuristes n’est pas nécessaire pour avoir une 

alimentation saine et durable, il faudrait plutôt reconsidérer certains fondamentaux en matière 

d’agriculture et de régime alimentaire. Cependant, les technologies basées sur les stratégies 

nutritionnelles abordées dans cette introduction peuvent permettre dans des populations 

cibles de prévenir et d’endiguer des pathologies typiques de notre société occidentalisée. Il est 

donc indispensable dans ce cas précis de cibler correctement les cas de figures dans lesquels 

elles doivent être développées.  

Pour le reste, le transfert des connaissances scientifiques relatives au microbiote est crucial 

pour permettre aux consommateurs de se diriger vers une alimentation saine et durable. Mais 

pour cela il est nécessaire de revoir la place qu’est donnée à la connaissance scientifique dans 

l’éducation. Pour les industriels, des collaborations à caractère multidisciplinaires semblent être 

judicieuses pour que les technologies développées ne soient pas exclusivement basées sur des 

choix marketing aux impacts sociétal et environnemental souvent contreproductifs.  
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Chapitre II. OBJECTIFS ET STRATEGIE 

I. OBJECTIFS 

L’objectif principal de ce travail s’appuie sur l’hypothèse suivante : les composés étudiés 

extraits de végétaux stimulent la croissance et/ou l’activité de bactéries bénéfiques du 

microbiote intestinal humain au-delà des espèces de Bifidobacterium et de Lactobacillus.  

Les prébiotiques peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé en ciblant des bactéries 

spécifiques du microbiote, au-delà des espèces de Bifidobacterium et Lactobacillus, 

classiquement étudiées dans ce domaine. Ces bénéfices pour la santé peuvent être attribués à 

des effet locaux ou systémiques. Les ingrédients extraits par GreenCell pourraient moduler 

favorablement le microbiome intestinal et entraîner des avantages physiologiques pertinents, 

comme la promotion de la synthèse des acides gras à chaine courte, l'amélioration du 

métabolisme énergétique et de la satiété, ainsi que la régulation de la réponse immunitaire. 

Un des challenges dans l’évaluation des effets bénéfiques des composés à potentiel 

prébiotiques est de décrypter les interactions entre ces substrats et les bactéries du 

microbiote intestinal. Pour y répondre, quatre objectifs ont été identifiés. 

1) Evaluer le potentiel prébiotique de composés candidats.  

Le point de départ du projet a consisté à établir une liste de différentes sources de 

prébiotiques qui répondent à des critères de développement durable et à un potentiel innovant 

élevé. S’en suit la sélection de bactéries bénéfiques pour la santé intestinale sur la base de 

données bibliographiques. Notre stratégie d’évaluation des composés a consisté à réaliser des 

monocultures des bactéries bénéfiques dans un milieu minimum supplémenté avec un seul 

des glycanes. Cette approche de monoculture à débit modéré a permis de mesurer la 

croissance en mesurant la densité optique et en réalisant des qPCR spécifiques et l’activité 

métabolique des bactéries en mesurant la variation de pH et la production d’acides gras à 

chaine courte. Cet objectif vise à répondre aux attentes de nos collaborateurs dans le cadre du 

projet RestorBiome, à savoir, identifier les composés les plus prometteurs (chapitre III). 
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Une approche similaire a déjà été utilisée pour évaluer la capacité fonctionnelle d’une 

substance à cibler des souches probiotiques de Bifidobacteria et de Lactobacillus (McLaughlin 

et al., 2015). Un fort intérêt est consacré aux acides gras à chaine courtes puisqu’ils représentent 

des médiateurs moléculaires clés dans le dialogue entre le microbiome intestinal et l'hôte. Plus 

globalement, la caractérisation de la réponse métabolique de bactéries clés à un glycane non 

digestible s’inscrit dans une stratégie nutritionnelle basée sur les prébiotiques. Il est 

indispensable, pour développer de nouvelles stratégies basées sur les prébiotiques de 

caractériser leurs effets sur la croissance et l’activité de bactéries d’intérêts santé.  

Le critère d’évaluation : mesure de la stimulation de la croissance et de la 

fermentation des bactéries sélectionnées par nos composés candidats prébiotiques. 

Ce premier travail de screening nous a permis d’autre part de soulever plusieurs questions 

scientifiques à l’origine des objectifs suivants, en grande partie réalisés grâce à des 

collaborations scientifiques. Ces objectifs visent dans un premier temps à approfondir les 

mécanismes employés par les bactéries pour dégrader les glycanes (objectifs 2, chapitre IV). 

Dans un second temps, à décrire les voies métaboliques employées par les bactéries lors de la 

dégradation des glycanes (objectif 3, chapitre IV). Le dernier objectif consiste à évaluer l’impact 

des glycanes sur les interactions bactériennes au sein de deux consortia rationnellement défini 

(objectifs 4, chapitre V).  

2) Décrire les mécanismes sous-jacents à la dégradation des glycanes étudiés. 

En collaboration avec la plateforme de séquençage I2BC (CNRS), la plateforme Migale de 

bioinformatique (INRAe) et l’unité UMR 7257 (CNRS) d’Aix-Marseille Université, nous nous 

sommes intéressés à l’expression des gènes impliqués dans la dégradation des glycanes et des 

gènes environnant par une méthode de séquençage des ARN messagers.  

Cette approche transcriptomique est largement utilisée pour caractériser les PULs chez les 

espèces du phylum des Bacteroidetes (Dodd et al., 2010). Grâce à la base de données CAZY, il 

est possible d’annoter le génome avec les CAZymes, les régulateurs de transcription, les 

protéines de liaison aux substrats et les transporteurs. Cette approche permet d’identifier les 

PULs impliqués dans la dégradation d’un glycane donné et par conséquent faire le lien entre 

des CAZymes dont la fonction est connue et les liaisons osidiques qui structurent le glycane 

en question. Cette stratégie expérimentale peut aussi permettre d’identifier des gènes ou des 
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groupes de gènes corégulés avec les PULs et de nouveaux facteurs de transcription impliqués 

dans le métabolisme du sucre étudié.  

Le critère d’évaluation : mesure des gènes différentiellement exprimés dans les 

conditions où les bactéries sont incubées en présence des glycanes d’intérêts.  

3) Identifier des signatures métaboliques bactériennes en présence de nos 

glycanes. 

En collaboration avec la plateforme de métabolomique du CEA de Saclay, nous nous 

sommes intéressés à caractériser par une méthode sans a priori les surnageants bactériens. 

Notre stratégie repose sur les capacités de la chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse à identifier un grand nombre de métabolites qui peuvent être affiliés 

à une voie métabolique, à une fonction bactérienne ou physiologique de l’hôte.  

Des études récentes ont démontré l'importance de l'utilisation des glucides par le 

microbiote intestinal pour l'interaction hôte-microbiote et différents aspects de la santé de 

l'hôte, en particulier le métabolisme énergétique (Krautkramer et al., 2020). Une caractérisation 

approfondie à l'aide de technologies -omiques élargit les connaissances sur la capacité 

fonctionnelle et l'activité du microbiome. Notre approche métabolomique non ciblée a permis 

d'identifier un répertoire de métabolites bactériens issus de la métabolisation des prébiotiques 

qui peuvent être impliqués dans les interactions avec l'hôte, au-delà des acides gras à chaine 

courte. En étudiant comment les prébiotiques sont métabolisés par des espèces isolées, nous 

pouvons mieux comprendre les interactions au sein des communautés globales du microbiome 

intestinal. 

Le critère d’évaluation : mesure des métabolites différentiellement exprimés dans les 

conditions où les bactéries sont incubées en présence des glycanes d’intérêts.  

4) Décrire l’effet des glycanes étudiés sur les relations syntrophiques des 

bactéries au sein de deux consortia. 

Dans le cadre d’une collaboration avec l’unité de recherche en mathématiques et 

informatique appliquées du génome à l’environnement (MaIAGE, INRAe), nous avons 

modélisés la dynamique des bactéries dans deux consortia en fonction des glycanes complexes 

présents dans le milieu de culture. Chaque consortium a été pensé et assemblé 

synthétiquement sur la base de nos résultats de monocultures. Cette stratégie peut nous 
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permettre de découvrir des mécanismes d’interactions entre nos glycanes d’intérêts et les 

bactéries importantes pour la santé, à un niveau de complexité plus élevé que la monoculture.  

Il est crucial d’intensifier la recherche sur les interactions microbiennes au sein de 

communautés microbiennes pour une meilleure caractérisation des chaines trophiques au sein 

de l’écosystème intestinal (Clavel et al., 2022). En évaluant la fonctionnalité des ingrédients 

alimentaires candidats aux prébiotiques à une faible échelle de résolution du microbiome 

intestinal, nous pouvons réduire la complexité de l’écosystème intestinal. Cela nous permet 

d’acquérir de nouvelles connaissances sur la manière dont le métabolisme des bactéries 

intestinales favorables à la santé peut être façonné par l’alimentation pour améliorer la santé 

et le bien-être de l’Homme. D’autre part la modélisation mathématique est une approche qui 

permet d’étudier les interactions entre les communautés au niveau du système (Vázquez-

Castellanos et al., 2019). 

Le critère d’évaluation : mesure des effets des glycanes sur la dynamique de 

croissance de deux consortia bactériens. 

II. STRATEGIE 

La stratégie expérimentale adoptée pour explorer les interactions entre les bactéries et les 

glycanes est présentée dans la Figure 18. D’abord les composés ont été évalués un à un pour 

sélectionner ceux capables de stimuler la croissance et la fermentation de notre ensemble de 

bactéries. Une fois les composés les plus prometteurs sélectionnés on s’est focalisé sur la 

métabolisation de certains d’entre eux par notre panel de bactéries. Premièrement, notre but 

était d’identifier quels ont été les mécanismes moléculaires employés par nos bactéries pour 

les métaboliser. Ensuite, identifier quels étaient les produits de cette métabolisation. Enfin, pour 

découvrir les mécanismes des interactions entre les ingrédients alimentaires les plus 

prometteurs et les bactéries importantes pour la santé à un niveau de complexité plus élevé, 

nous avons conçu rationnellement des assemblages bactériens synthétiques. Cette stratégie 

expérimentale permet d'explorer les relations de symbiose mutualiste et met en évidence le 

défi que représente la prédiction de la dynamique entre les prébiotiques et le microbiome 

intestinal. 
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Figure 18 : Stratégie expérimentale adoptée pour répondre aux objectifs. 

De gauche à droite, assemblage d’un milieu minimum supplémenté à 0,5% avec les ingrédients à tester. 

Les bactéries ont été cultivées en chambre anaérobie dans un milieu riche avant d’être incubées pendant 

24h dans le milieu minimum supplémenté. Pour évaluer le potentiel prébiotique des mesures de 

croissance et de fermentation des bactéries ont été réalisées ainsi que la mesure de la production 

d’acides gras à chaine courte. Pour caractériser les interactions entre les bactéries et les composés nous 

avons évalué in silico les capacités enzymatiques des bactéries à dégrader les glycanes testés, puis 

l’expression des gènes et la production de métabolites. Enfin pour caractériser les interactions entre les 

bactéries, nous avons designé deux consortia bactériens sur la base des résultats obtenus en 

monocultures. Ensuite nous avons mesuré la croissance de chaque bactérie et la production globale de 

métabolites. Ces données nous ont permis de modéliser les interactions entre les bactéries. 
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Chapitre III. CARACTERISATION ET 

EVALUATION DES CANDIDATS PREBIOTIQUES 

Le travail présenté dans ce chapitre a été réalisé en partenariat avec l’entreprise GreenCell, 

chargée d’extraire les candidats prébiotiques de matières végétales. Le choix des bactéries a été 

réalisée par Cassandre Bedu-Ferrari qui a débuté sa thèse Cifre chez General-Mills en décembre 

2018, avant le début du projet. Une partie des expériences a été réalisée avec l’aide de Frédéric 

Pepke (technicien de recherche) et Aya Jeaidi (stage de fin de cycle d’école d’ingénieur).  

I. INTRODUCTION 

Ce chapitre vise à répondre au premier objectif, à savoir, la caractérisation et l’évaluation 

des composés à potentiel prébiotique, dans le contexte du projet RestorBiome. Dans le projet, 

notre mission était d’évaluer in vitro les effets prébiotiques des ingrédients sélectionnés 

par l’ensemble du consortium. Cet objectif s’inscrit dans une stratégie industrielle qui vise à 

sélectionner le(s) meilleur(s) candidat(s) prébiotique(s). 

1. La sélection des composés au potentiel prébiotique 

Tout d’abord, il a fallu sélectionner des ingrédients au potentiel prébiotique grâce à un 

travail de bibliographie réalisé par les différents partenaires. L’objectif était de choisir des 

sources de glycanes sur la base de critères rationnels pour prendre une décision éclairée. 

Une liste de critères de performance à atteindre pour chaque composé, comprenant des 

critères techniques et des critères commerciaux et scientifiques a été mise en place par 

le consortium.  

Les critères techniques ont été établis dans l’objectif de travailler avec des composés 

compatibles avec notre stratégie expérimentale. Seuls les composés présentant une pureté 

supérieure à 65% ont été retenus, pour que l’on puisse attribuer la stimulation de la croissance 

et de la fermentation au composé et non pas à d’autres éléments présents dans la solution. 

Ensuite une solubilité dans l’eau équivalente à 25 g/l a été nécessaire pour pouvoir préparer 
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correctement le milieu de culture minimum. Enfin une viscosité acceptable, pour que le 

pipetage et qu’une filtration sur une membrane de 0,2 µm soient réalisables.  

Des critères de nature commerciale et scientifique, ont été établis dans l’objectif de 

retenir les ingrédients avec un potentiel d’innovation élevé. D’abord, on s’est intéressé à la 

disponibilité de la matière première sur le marché dans le but de gagner du temps. 

Effectivement si le composé est disponible sur le marché cela peut permettre de passer à 

l’échelle industrielle plus rapidement. Ensuite de savoir si le composé était déjà accepté comme 

prébiotique par les autorités sanitaires, et s’il existait déjà des brevets concernant cette 

application. Si c’était le cas, l’utilisation d’un tel composé aboutirait à un résultat moins 

innovant pour le projet. Enfin, l’étude bibliographique a aussi porté sur la compatibilité des 

composés à être extraits par des méthodes d’extraction vertes, avec un impact 

environnemental le plus faible possible.  

Une étude bibliographique a donc été réalisée pour identifier des composés aux impacts 

forts sur la santé et le microbiote intestinal (Tableau 1). La prise en compte des critères de 

performance a permis de manager les facteurs de risques. Nous avons fait le choix de 

sélectionner à la fois des composés très innovants avec un risque élevé et d’autre part des 

composés plus connus qui représentaient un risque plus faible, en terme d’efficacité 

prébiotique. Par exemple, les algues ont été considérées comme très innovantes, seulement, 

peu d’informations étaient disponibles dans la littérature quant à leur potentiel prébiotique. Il 

a donc été décidé qu’elles ne représenteraient pas plus de 50% des composés sélectionnés 

pour le projet.  

Comme l’illustre le Tableau 1, des glycanes issus de différentes sources ont retenu notre 

attention. En gris sont représentés les glycanes qui nous ont servi de référence. On 

retrouve des oligosaccharides de type RFO, procurés sur le marché (pureté >99%), et de 

l’inuline d’agave fourni par notre partenaire General Mills (pureté >90%). L’intégration de ces 

composés dans notre collection nous a permis d’une part d’engranger des données sur les 

réponses fonctionnelles des bactéries et d’autre part de servir de référence pour l’évaluation 

des composés extraits par GreenCell. En vert sont représentés les glycanes qui ont été 

extrait par GreenCell. Les α-galactooligosaccharides de pois chiches sont des composés dont 

les effets sur le microbiote intestinal sont relativement bien connus, principalement pour leur 

capacité à stimuler les espèces bactériennes des genres lactobacilles et bifidobacteries (chapitre 
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I). Par ailleurs, les pois chiches font partie des légumineuses et représentent donc une source 

pertinente et raisonnée d’oligosaccharides dans un contexte d’alimentation durable. Les 

méthodes d’extraction des oligosaccharides ne nécessitent pas de solvant particulièrement 

polluant, mais de l’éthanol (Chapitre I). Les autres polysaccharides extraits par GreenCell sont 

les ulvanes, les fucoïdanes et la laminarine, qui sont des sucres complexes de haut poids 

moléculaire. Ils sont tous les trois issus d’algues. Les micro algues pourraient alors être exploités 

en tant qu'ingrédients fonctionnels prébiotiques pour des applications de santé humaine et 

animale (O’Sullivan et al., 2010). Par rapport à d'autres sources de prébiotiques, les macro 

algues marines brunes ont des structures et des propriétés chimiques uniques qui peuvent 

offrir des avantages supplémentaires pour la santé (Hentati et al., 2020). Par exemple, il a été 

démontré que le fucoïdane a des propriétés anti-inflammatoires, anti-tumorales et antivirales, 

tandis que la laminarine a des effets antioxydant, anti-tumoral, immunomodulateurs et 

antitoxique (Hentati et al., 2020; Karuppusamy et al., 2022; Nakata et al., 2016). Les ulvanes, 

sont quant à eux présents dans les algues vertes. L’ulvane présente aussi des propriétés anti-

inflammatoires au niveau intestinal (Berri et al., 2017), antioxydante et antimicrobienne (Barakat 

et al., 2022). En outre, les macro algues marines constituent une source durable et renouvelable 

de prébiotiques, car leur culture ne nécessite pas de terres arables ni de ressources en eau 

douce (Biris-Dorhoi et al., 2020). Ces polysaccharides ont retenu l’attention du consortium pour 

leur nature innovante, et l’attraction qu’elles suscitent chez les consommateurs. L’extraction 

des ulvanes ne nécessite pas de solvants chimiques (Barakat et al., 2022), en revanche ce n’est 

pas le cas des laminarines et des fucoïdanes. Le détail des procédés d’extraction n’est pas fourni 

ici, étant la propriété de l’industriel GreenCell.  
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Tableau 1 : liste des composés à potentiel prébiotique retenu après analyse bibliographique et application des critères de performances. 
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2. La sélection des bactéries bénéfiques pour la santé 

D’autre part, un ensemble de bactéries bénéfiques a également été sélectionné sur la 

base de données bibliographiques. Une fois cette sélection terminée, des vérifications quant 

à leurs disponibilités dans les collections internationales ont été réalisées. Ensuite de nombreux 

tests de culture ont été effectués pour s’assurer que les souches étaient cultivables dans le 

milieu de préculture à un temps d’incubation égal à 24h (Figure 19). L’objectif était d’utiliser le 

même milieu et d’avoir une vitesse de criblage homogène entre les différentes bactéries. Pour 

que ce travail puisse s’inscrire au mieux dans la suite du projet, à savoir, l’étude de l’impact de 

prébiotiques dans des situations dysbiotiques en modèles in vitro du colon humain par l’unité 

Medis, toutes les souches devaient être originellement isolées de selles humaines.  

Cette recherche bibliographique s'est concentrée sur les espèces bactériennes associées ou 

non à des signatures microbiennes dans des contextes de bonne santé et des troubles gastro-

intestinaux. Des données cliniques ont montré que leur abondance relative était modifiée chez 

les personnes souffrant d'un syndrome métabolique (Hou et al., 2017; Jamar et al., 2018; 

Munukka et al., 2012; Org et al., 2017; Qin et al., 2012; Vrieze et al., 2012) et/ou un syndrome 

du côlon irritable (Carroll et al., 2012; De Palma et al., 2017; Jeffery et al., 2012; Rajilić–Stojanović 

et al., 2011; Saulnier et al., 2011) par rapport aux microbiomes intestinaux sains. A été ajouté à 

cette sélection une souche de Bacteroides uniformis qui a été identifiée comme étant une 

bactérie clé des relations syntrophiques bactériennes pour la récupération d’un microbiote 

intestinal équilibré après un traitement aux antibiotiques (Chng et al., 2020). Par conséquent, 

ces espèces ont été jugée pertinentes dans un contexte de symbiose de l'écosystème intestinal. 

Un nombre total de 15 espèces bactériennes cultivables (Tableau 2), qui illustrent les trois 

principaux embranchements, à savoir les Actinobacteries, les Bacteroidetes et les Firmicutes, 

ont été sélectionnées sur la base de cette recherche bibliographique. A l'échelle de la diversité 

globale de l'écosystème intestinal, la sélection a englobé des membres bactériens des 

principaux taxons qui présentaient un large éventail de représentants phylogénétiques 

(Eckburg, 2005).  
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En réalité, la plupart de ces bactéries ont été considérées pour leur rôle dans le maintien 

de la santé digestive de l'hôte en tant que probiotiques potentiels de nouvelle génération et/ou 

biothérapeutiques bactériens vivants (King et al., 2019; Rivière et al., 2016).  

 

 

Figure 19 : Diagramme de flux représentant la stratégie de sélection des bactéries bénéfiques 

pour la santé.  

Dans un premier temps les souches ont été sélectionnées sur la base de données bibliographiques, c’est-

à-dire associées négativement à un contexte d’obésité ou du syndrome de l’intestin irritable, ou 

positivement à un microbiote sain par la production d’acides gras à chaine courte. Ensuite seules les 

souches disponibles dans les collections internationales ont été retenues. Des vérifications 

expérimentales ont été effectuées, telles que la capacité de cultiver les souches dans un milieu riche BHI, 

un temps d’incubation inférieur à 24 heures et que les souches provenaient de selles humaines. Au final, 

quinze souches ont été sélectionnées pour évaluer les effets prébiotiques des composés. 

 

  



115 

 

Tableau 2 : liste des bactéries sélectionnées pour l’évaluation des glycanes 
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3. Stratégie expérimentale 

Notre stratégie expérimentale a été de cultiver les bactéries en monoculture dans un milieu 

riche pendant 24 heures, puis à les inoculer dans un milieu minimum supplémenté par chacun 

des composés. De cette façon, la source principale de carbone disponible pour les bactéries 

était le glycane à évaluer. Après 24 heures de culture, des paramètres reflétant la croissance et 

la fermentation ont été mesurés, ce qui a permis de caractériser les capacités fonctionnelles 

des principales bactéries intestinales à les métaboliser (Figure 20). Enfin les différents composés 

ont été comparés entre eux sur la base de ces résultats. 

Ces résultats doivent permettre à l’ensemble du consortium de réaliser des choix éclairés 

concernant les composés qui pourront continuer le processus d’évaluation effectué par le 

partenaire Medis dans la suite du projet. 

 

 

Figure 20 : Stratégie d’évaluation in vitro des candidats prébiotiques. 

A partir des stocks bactériens, en chambre anaérobie des colonies ont été isolés sur des géloses 

contenant un milieu riche BHI. Puis, une colonie isolée a été cultivée en préculture dans ce même milieu 

BHI, pendant 24h, à 37°C. Très régulièrement, un contrôle qualité par séquençage de la sous-unité de 

l’ADNr 16S a été réalisé pour s’assurer de l’identité des souches bactériennes. Un volume de 200µl de 

cette préculture a été ajouté à 2ml de milieu minimum supplémenté en glycane, en eau (contrôle 

négatif), ou en glucose (contrôle positif), puis cultivé à 37°C pendant 24h. Après cette incubation la 

croissance a été mesurée par densité optique et par PCR quantitative et la fermentation par mesure du 

pH et de la production d’acides gras à chaine courte.  
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II. MATERIEL ET METHODE 

Analyse du génome Sélection des génomes bactériens. Des données génomiques 

provisoires ou complètes ont été obtenues pour chaque bactérie sélectionnée à partir de la 

base de données du National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). L'assemblage et l'annotation des séquences, ainsi que le 

contrôle de la qualité ont été réalisés par des analyses computationnelles exécutées 

automatiquement avec les outils bioinformatiques QUAST et PROKKA (Gurevich et al., 2013; 

Seemann, 2014). La sélection des génomes de haute qualité répondait aux critères suivants : 

(1) un seul génome par espèce a été sélectionné ; (2) parmi plusieurs génomes pour la même 

espèce, un génome avec un nombre minimal de contigs a été sélectionné ; (3) s'il existe plus 

d'un génome avec le nombre maximal de contigs, le génome avec le nombre maximal de CDS 

a été sélectionné.  

Phylogénie Les analyses phylogénétiques du panel de bactéries favorables à la santé ont 

été estimées à l'aide du logiciel MEGA X (S. Kumar, Stecher, et al., 2018). Les séquences des 

gènes de l'ADN ribosomique 16S ont été acquises à partir de la base de données GenBank du 

NCBI. Les relations évolutives ont été déduites à l'aide de la méthode de jonction des voisins 

(Tamura et al., 2004) pour estimer un arbre à partir des séquences alignées à l'aide de 

l'algorithme ClustalW (Thompson et al., 1994). Les distances évolutives ont été calculées à l'aide 

de la méthode du maximum de similitudes composites.  

Prédiction des répertoires enzymatiques La prédiction de tous les CAZymes d'un 

génome a été réalisée à l'aide de l'outil d'annotation dbCAN2 v9 

(http://cys.bios.niu.edu/dbCAN2) (H. Zhang et al., 2018). Comme le recommande la base de 

données, la combinaison de la recherche HMMER contre la base de données de modèles de 

Markov cachés (HMM) de dbCAN et de la recherche DIAMOND contre la base de données 

CAZy a permis d'identifier de manière significative les gènes codant pour des CAZymes. Les 

résultats ont été filtrés pour exclure toutes les correspondances avec un seuil de valeur de 1e-

102 et un seuil de couverture d'alignement de 0,35. 

Souches bactériennes et conditions de culture de démarrage. La plupart des souches 

ont été fournies par la Deutsche Sammlung von Mikrooganismen und Zellkulturen (DSMZ) et 

l'American Type Culture Collection (ATCC) (Tableau 2). Chaque espèce bactérienne a été 
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cultivée sur des plaques de gélose BHI à 37°C dans une chambre anaérobie contenant 90% de 

N2, 5% de CO2, 5% de H2 (Coy Lab Products, Grass Lake, MI, USA). Une seule colonie isolée a 

été mise en culture à 37°C pendant 24h (jusqu'à la phase stationnaire) dans un bouillon BHI et 

utilisée comme inoculum pour l'évaluation des effets des prébiotiques. La croissance 

bactérienne de l'inoculum a été évaluée par la mesure de la densité optique (DO). Le milieu 

BHI a été supplémenté avec 10mg/L d'hémine, 5mg/mL de vitamine K1, 0,5% de L-cystéine, 

1% de cellobiose et 1% de maltose, qui ont été achetés chez Sigma-Aldrich (Saint Quentin 

Fallavier, France).  

L'identité des souches isolées a été régulièrement vérifiée par séquençage des amplicons 

d'ADNr 16S. Des PCR en colonies ont été réalisées en utilisant des amorces oligonucléotidiques 

pour l'amplification du gène codant pour l'ARNr 16S de chaque bactérie. Eurofins a synthétisé 

l'amorce inverse [5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3'] et l'amorce directe [5'-

AGAGTTTGATCCTGGCAG-3']. Les produits PCR ont été amplifiés à l'aide de l'enzyme DreamTaq 

(Thermo Scientific, Vilnius, Lituanie) en suivant les instructions du fabricant. Les réactions PCR 

ont été réalisées à l'aide d'un thermocycleur T100TM (Biorad, Singapour). Les amplicons basés 

sur le gène de l'ARNr 16S ont été séquencés par Eurofins.  

Expériences avec un seul glycane. Un milieu minimal (MM) a été conçu selon les 

conditions de culture des bactéries d'intérêt décrites dans la collection allemande DSMZ 

(https://www.dsmz.de). Adapté du milieu YCFA (Duncan et al., 2009), ce milieu consensuel a la 

particularité de contenir une source unique de carbone. La composition du MM pour 100 mL 

est la suivante : à 0,06 g BactoTM Tryptone (BD), 0,25 g BactoTM Extrait de levure (BD), 0,4 g 

NaHCO3 (Prolabo), 0,045 g K2HPO4 (Prolabo), 0,045g KH2PO4 (Merck), 0,09 g NaCl (Merck), 

0.009g MgSO4.7H2O (Prolabo), 0.009g CaCl2.2H2O (Fluka), 0.1mg de résazurine (Sigma-

Aldrich), 0.001g d'hémine (Sigma-Aldrich) et 0.1g de cystéine (Sigma-Aldrich). Le milieu a été 

complété par une solution de vitamines stérilisée par filtration (1 μg de biotine, 1 μg de 

cobalamine, 3 μg d'acide p-aminobenzoïque, 5 μg d'acide folique, 15 μg de pyridoxamine, 5 

μg de thiamine et 5 μg de riboflavine). Toutes les vitamines ont été achetées chez Sigma-

Aldrich. Enfin, le volume a été ajusté à 100mL avec du H2O déionisé et stérilisé. Pour étudier 

les propriétés métaboliques du panel de bactéries bénéfiques pour la santé, le MM a été 

complété par diverses sources d'hydrates de carbone à 0,5 % (p/v). Les huit glycanes testés 

sont les RFO extraits, le stachyose, le raffinose, l’inuline, les ulvanes, les ulvanes hydrolysés, la 
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laminarine et les fucoïdanes (Tableau 4). Ils ont été stérilisés par filtration 0,22 µm avant 

utilisation. Le MM supplémenté en glucose et le MM non supplémenté. Les milieux de culture 

reconstitués ont été réduits pendant au moins 48 heures dans la chambre anaérobie.  

Évaluation des activités de croissance et de fermentation.  

Conditions de culture en plaques de microtitration. Chaque préculture d'espèce a été 

diluée à une DO600 de 1 (Ultrapec 10 Cell Density Meter, Biochrom Ltd., Cambridge, UK).) Pour 

chaque expérience sur les glucides, 2 % du volume final de la culture de l'inoculum ont été 

placés directement dans des plaques à fond en V de 96 puits de 2 ml, en double exemplaire. 

Nous admettons que l'entraînement des nutriments par les pré-inoculations en milieu riche n'a 

eu qu'un effet marginal. Des échantillons à blanc ne contenant pas de matériel biologique ont 

été utilisés comme contrôles internes. Les plaques ont été couvertes et scellées 

hermétiquement avec une membrane semi-perméable stérile (Thermo Scientific, Rochester, 

USA) pour éviter l'évaporation. Les cultures ont été maintenues dans des conditions anaérobies 

pendant 24 heures à 37°C.  

Paramètres de croissance et de fermentation. Après homogénéisation de l'échantillon, 

des aliquotes de chaque culture individuelle ont été transférées dans des microplaques à 96 

puits (96-well Costar® Assay Plate, Corning, Kennebunk, USA) pour contrôler la croissance en 

utilisant la densité optique (DO) à 600nm à l'aide d'un lecteur de plaque (Tecan Infinite 200 Pro 

Plate Reader, Grödig, Autriche). La densité optique des cultures inoculées a été mesurée avant 

et après la croissance des bactéries. Les mesures de pH ont été enregistrées pour chacune des 

cultures bactériennes à l'aide d'un pH-mètre 1140 (Mettler Toledo, Urdorf, Suisse). Les valeurs 

de pH des cultures inoculées ont été mesurées avant et après la croissance des bactéries. À 

partir de ces valeurs, nous avons défini ΔDO et ΔpH pour chaque culture bactérienne 

individuelle afin d'analyser la différence des valeurs de DO et de pH. Les variations de la DO et 

du pH permettent d'évaluer la croissance et la force de la fermentation glycanes.  

Quantification des bactéries par qPCR. Les culots bactériens ont été utilisés pour 

l'extraction de l'ADN génomique et la quantification ultérieure des concentrations bactériennes 

par qPCR. Tous les échantillons ont été conservés à -20°C avant utilisation. L'ADN total a été 

extrait des culots cellulaires à l'aide du kit QIAamp® PowerFecal® DNA (Hilden, Allemagne) 

en suivant les instructions du fabricant. L'ADN a été quantifié à l'aide du kit QubitTM 1X dsDNA 

HS Assay (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Eugene, Oregon, USA). L'ADN extrait a été dilué 
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(100 fois) à 10 ng/µL et utilisé dans des réactions PCR à l'aide d'amorces et de sondes 

spécifiques à l'espèce (Annexe, tableau 5). Les réactions ont été effectuées dans le système PCR 

en temps réel StepOnePlusTM (Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific, Singapour), en 

utilisant le TakyonTM Rox SYBR® MasterMix ou le TakyonTM Probe MasterMix (Eurogentec, 

Seraing, Belgique) dans des plaques MicroAmp® à 96 puits (Applied Biosystems®, life 

Technologies, Singapour). Les réactions ont été effectuées avec un cycle initial de 2 min à 50°C 

(activation de la polymérase) et de 10 min à 95°C (dénaturation de l'ADN) suivi de 40 cycles de 

15 sec à 95°C et de 1 min à 60°C. Une étape supplémentaire de fusion des courbes était incluse 

dans les systèmes SYBR et consistait en un cycle de 15 secondes à 95°C, 1 minute à 60°C et 15 

secondes à 95°C. La quantification absolue a été exprimée en nombre de bactéries/mL de 

culture en utilisant des courbes standard d'ADN génomique. 

La réalisation des standards d’ADN génomique. Pour chaque bactérie individuelle, une 

seule colonie isolée a été cultivée à 37°C pendant 24h dans un bouillon BHI supplémenté, 

comme décrit ci-dessus. L'ADN génomique standard a été obtenu à partir des culots des 

cultures pures, comme décrit ci-dessus. En outre, l'absence d'inhibiteurs de la PCR a été validée 

à l'aide de réactifs TaqManTM IPC exogènes (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, 

Vilnius, Lituanie). Les réactions de contrôle positif interne ont été effectuées conformément aux 

instructions du fabricant. Les réactions PCR quantitatives ont été réalisées à l'aide du kit Ultra 

Clean Production (UCP) Probe PCR kit (QIAGEN, Hilden, Allemagne) et du système TaqMan All 

bacteria. 

Analyse des données. Toutes les mesures ont été enregistrées en 4 répétitions 

biologiquement indépendantes, exceptées pour certaines combinaisons bactérie/condition, 

soit par manque de matériel soit parce que la bactérie ne présentait pas de croissance dans la 

condition de contrôle positive (Annexe, figure 44). Les données ont été analysées à l'aide de R 

Studio (version 1.1.456) (R Development Core Team, 2008).  

Profils fermentaires. Le clustering hiérarchique a été basé sur le package dendextend en 

utilisant la fonction hclust avec la méthode d'agglomération de "Ward. D2" et la matrice de 

distance a été obtenu avec la fonction vegdist du package ‘vegan’ avec la méthode "Bray" 

correspondant à l’indice de Bray-Curtis (Oksanen, 2022). La description des catégories 

hiérarchiques a été réalisée à l'aide du package FactoMinerR (Lê et al., 2008). La carte thermique 

a été générée à l'aide de la fonction Heatmap du package ComplexHeatmap. Les graphiques 



121 

 

ont été générés à l'aide du paquet ggplot2 (Wickham, 2009). Les figures ont été générées à 

l'aide de BioRender (https://biorender.com). 

Evaluation des composés. L'Analyse en Composantes Principales (ACP) a été effectuée en 

utilisant le package ‘FactoMineR’ dans R. Le jeu de données utilisé pour les ACP a été 

transformé en rang pour respecter les conditions de validité, à savoir la linéarité, la normalité 

et l’uniformité des données. Puis, ont été sélectionnées les trois principales composantes 

(ncp=3) qui contribuent le plus à la variance totale du jeu de données. Pour la visualisation, 

des graphiques biplot ont été générés en utilisant la fonction ‘fviz_pca_biplot’ du package 

‘factoextra’ (Kassambara & Mundt, 2020). Ces graphiques représentent les individus et les 

variables dans le même espace, colorés selon les niveaux de certaines variables qualitatives. 

Des ellipses de confiance ont également été ajoutées à chaque niveau de ces variables 

qualitatives, permettant une visualisation claire des relations entre les individus et les variables. 

Quantification des bactéries par qPCR. Les concentrations bactériennes sont exprimé en 

taux de variation (permet d’étudier l'évolution de la valeur d'une variable sur une période 

donnée) entre t0 et t24. 

Evaluation des composés par phylum bactérien. La clusterisation a été réalisée avec la 

méthode de clustering k-means. C’est une technique d'apprentissage automatique qui permet 

de partitionner un ensemble de données en un nombre prédéfini de clusters. Elle est basée sur 

la similarité entre les observations et vise à regrouper les observations similaires dans le même 

cluster. Le processus de clustering k-means consiste à diviser l'ensemble de données en k 

clusters, où k est un nombre prédéfini. Les centres de chaque cluster sont calculés en utilisant 

la moyenne des observations dans ce cluster. Les observations sont ensuite affectées au cluster 

dont le centre est le plus proche. Ce processus est répété jusqu'à ce que les centres des clusters 

ne changent plus ou que le nombre maximum d'itérations soit atteint (Lemenkova, 2019). 

Quantification des AGCC par GC-FID. La détermination et la quantification de la teneur 

en acides gras à chaine courte (acides acétique, propionique, i-butyrique, butyrique, i-

valérique, valérique, i-caproïque et caproïque) ont été effectuées par chromatographie en 

phase gazeuse équipée d'une détection par ionisation de flamme (GC-FID) (Agilent 7890 GC 

System, Courtabœuf Les Ulis, France). Les échantillons ont été acidifiés pendant une nuit avec 

1:11 (v/v) d'acide phosphotungstique saturé à 0,85 M. Les échantillons bactériens ont été 

centrifugés à 12 000 g pendant 15 minutes à 4°C. La séparation chromatographique a été 
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réalisée à l'aide d'une colonne capillaire en silice fondue (15m x 0,53mm x 0,5µm, épaisseur du 

film) de Supelco (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). 0,3µL d'échantillons ont été 

injectés en mode splitless (temps splitless 3 min). Le débit constant du gaz vecteur (H2) était 

de 10mL/min et les températures de l'entrée, de la colonne et du détecteur FID étaient de 200, 

100 et 240°C, respectivement. La température du four a été initialement réglée à 100°C pendant 

10 minutes, programmée à un taux de 20°C/min à 180°C et maintenue pendant 2 minutes. Des 

courbes d'étalonnage ont été obtenues pour chaque AGCC à l'aide d'un mélange étalon à une 

concentration finale de 4 mM. La solution mère a été conservée à 4°C. Les surnageants et ont 

été dosés avec une solution étalon interne 1:5 (v/v) d'acide 2éthylbutyrique à une concentration 

finale de 20mM dans les échantillons. L'acide phosphotungstique, l'acide 2éthylbutyrique et le 

mélange d'acides libres volatils ont été achetés chez Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, 

France). L'eau utilisée dans cette étude a été déionisée (résistivité supérieure à 18 MΩ cm) à 

l'aide d'un système d'eau réactive Milli-Q SP (Millipore, Molsheim, France). Tous les 

échantillons ont été analysés en double, sans dérivatisation préalable des AGCC. Les données 

ont été collectées et les pics intégrés à l'aide du logiciel OpenLab Chem station (Agilent, 

Courtabœuf Les Ulis, France). Le rapport entre la surface des pics de chaque AGCC et la surface 

des pics de l'étalon interne a été tracé en fonction des concentrations de l'étalon afin de 

calculer les quantités pour chaque analyte. Toutes les données ont été exprimées en mM.  

Analyse des composés par résonnance magnétique nucléaire (RMN). Les composés de 

RFO extraits par GreenCell ont été analysés par RMN, à la fois pour voir l’impact des différentes 

concentration d’éthanol pour les extraire, puis pour les comparer à des standards de 

monosaccharides et disaccharides. Les composés ont été solubiliser dans l’eau à une 

concentration de 25 g/l puis ont été filtrés sur une membrane de 0,22 µm. Tous les spectres 

RMN 1H ont été enregistrés à 300 K sur un spectromètre RMN Bruker DRX-600 Avance 

(Rheinstetten, Allemagne) fonctionnant à 600,13 MHz pour la fréquence de résonance 1H, à 

l'aide d'une cryosonde 1H-13C-15N de 5 mm à détection inverse attachée à une 

cryoplateforme (l'unité de refroidissement du préamplificateur). La séquence 1D "Watergate 

améliorée" a été utilisée pour supprimer la résonance de l'eau. Typiquement, 128 

désintégrations par induction libre (FID) ont été collectées en 32k points de données en 

utilisant une largeur spectrale de 12 ppm. Les FID ont été multipliées par une fonction de 

pondération exponentielle correspondant à un élargissement de ligne de 0,3 Hz avant la 
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transformation de Fourier. A l’aide du logiciel TopSpin (version 4.1.3, Bruker) Les spectres RMN 

acquis ont été mis en phase, corrigés en fonction de la ligne de base et référencés par rapport 

à la résonance TMSP (δ 0 ppm).  

III. RESULTATS 

1. La caractérisation des candidats prébiotiques 

Les résultats des rendements obtenus à partir de matière sèche sont représentés dans le 

Tableau 3. C’est sur la base de ces résultats que nous avons sélectionné les glycanes à évaluer. 

Nous avons aussi travaillé avec des formes hydrolysées des polysaccharides complexes étant 

donné que l’accessibilité et par conséquent la métabolisation par les bactéries peut être 

différente avec ces formes moins complexes. 

Les ulvanes sous forme complexe et sous forme d’oligosaccharides (hydrolysés) ont été 

extraits à partir de l’espèce Ulva lactuca, avec un rendement d’environ 8%. Les fucoïdanes ont 

été extraits à partir des espèces Saccharina latissima et Undaria pinnatifida, avec des 

rendements respectivement de 2,4 et 6%. Les oligosaccharides des fucoïdanes n’ont pas été 

retenus suite à des difficultés liées à leur purification. Les fucoïdanes évalués dans ce projet ont 

donc été extraits de l’algue Undaria pinnatifida puisqu’elle représentait le meilleur rendement. 

La laminarine a été extraite à chaud, à partir de l’espèce Saccharina latissima avec un 

rendement de 5,4%, aucune forme hydrolysée n’a été produite. Enfin les mélanges de RFO 

(raffinose, stachyose et verbascose) ont été extraits à partir du pois chiche Cicer arietinum avec 

des rendements qui ont varié de 1-5% selon les procédés d’extractions (concentration 

d’éthanol). Nous avons évalué les différentes formes de RFO et une analyse de leur composition 

en résonnance magnétique nucléaire nous a permis de les regrouper lors des analyses 

puisqu’ils ont présenté des profils parfaitement identiques (Figure 45).  
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Tableau 3 : Rendement de la production des composés extraits des matières premières. 

 

Une fois les composés retenus, les liaisons osidiques qui les constituent théoriquement, ont 

été caractérisées sur la base des données publiques (metacyc.org) (Tableau 4). L’intérêt de 

connaitre les liaisons osidiques est de pouvoir prédire qu’elles seront les CAZymes 

capables de les hydrolyser. Pour cela il est nécessaire de connaitre la nomenclature EC 

associée aux réactions d’hydrolyse des liaisons osidiques, pour ensuite les faire correspondre 

avec les enzymes présentes dans la base de données CAZymes (cazy.org). Les résultats de la 

base de données sont présentés dans la dernière colonne du Tableau 4. Certains composés 

possèdent la même composition en oses, c’est le cas des oligosaccharides de la famille des 

RFO, tous possèdent du galactose et du glucose, liés par des liaisons en α (1-6) et en α (1-2). 

On suppose également que les oligosaccharides d’ulvanes possèdent les mêmes liaisons que 

les ulvanes puisqu’ils sont le produit de l’hydrolyse d’ulvane.  

Cependant la caractérisation moléculaire des sucres complexes n’est pas toujours 

réalisable, notamment, les nomenclatures des ulvanes et des fucoïdanes suscitent encore de 

nombreuses questions. Les nomenclatures proposées dans le tableau sont par conséquent 

issues de la littérature (Chi et al., 2020; Zayed et al., 2020). Il en est de même pour la GH105, 

elle n’a pas été prédite par la base de données CAZY, mais a été extraite de la littérature (Collén 

et al., 2014). Les numéros EC associés aux ulvanes, 3.2.1 et 4.2.2 ne sont pas complets il n’est 

donc pas possible d’y associer des CAZymes.  



125 

 

Lorsque l’on compare l’inuline et les RFO on peut constater que la quantité d’enzymes 

capables de réaliser une réaction d’hydrolyse peut-être très variable. D’après la prédiction 

CAZY, la GH32 semble être la seule enzyme capable de réaliser les réactions d’hydrolyse des 

liaisons osidiques présentes dans l’inuline (3.2.1.7, 3.2.1.80 et 3.2.1.153). En revanche pour les 

oligosaccharides de la famille du raffinose, 8 enzymes seraient capables de réaliser les réactions 

d’hydrolyse des liaisons osidiques des RFO (3.2.1.22, 3.2.1.7 et 3.2.1.153).  

En associant les CAZymes et les glycanes (comme le raffinose) aux mêmes numéros EC, on 

peut prédire quelles bactéries seront les plus aptes à métaboliser le raffinose. Si une bactérie 

produit une CAZyme avec un numéro EC lié à la dégradation du raffinose, on peut prévoir que 

cette bactérie sera capable de métaboliser ce sucre. C'est une approche utile pour comprendre 

les interactions entre les bactéries et leurs substrats glucidiques.  
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Tableau 4 : Prédiction des Glycolyses Hydrolases (GH) capables de dégrader les composés évalués dans le cadre du projet.  
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2. La caractérisation des bactéries bénéfiques pour la 

santé 

La représentation phylogénétique du groupe de bactéries sélectionnées pour l’étude 

illustre les distances génétiques. Chacune des quatre familles appartenant aux trois phyla 

majeurs du microbiote intestinal humain se distinguent selon les embranchements représentés 

dans la figure 21A. Afin de caractériser les activités enzymatiques des bactéries bénéfiques 

pour la santé sélectionnées dans cette étude, nous avons effectué une prédiction fonctionnelle 

des CAZymes sur la base de génomes annotés de haute qualité et accessibles au public 

(Tableau 2). Des génomes complets ou provisoires ont été utilisés pour rechercher les protéines 

CAZy à l'aide de dbCAN2 dans la base de données CAZy (H. Zhang et al., 2018). Sur la base de 

l'annotation CAZy, les membres de l'embranchement des Bacteroidetes semblent abriter des 

répertoires enzymatiques étendus impliqués dans la dégradation des glucides (Figure 21B). Les 

résultats ont montré que ces espèces de Bacteroidetes présentent des capacités d'utilisation 

étendues qui leur permettent de se développer et de fermenter une grande variété de 

polysaccharides. En comparaison, les membres des phyla des Actinobacteries et des Firmicutes, 

tels que E. rectale et d'autres membres du cluster XIVa de Clostridium, semblent posséder des 

répertoires plus restreints de CAZymes. Roseburia intestinalis fait figure d’exception puisqu’elle 

possède un nombre de CAZymes supérieures aux autres Firmicutes.  

Ainsi, les répertoires enzymatiques des bactéries utilisées dans cette étude sont en accord 

avec les résultats précédents révélant des activités métaboliques différentielles entre les phyla 

bactériens (López-Mondéjar et al., 2022).  

Sur la base de la caractérisation chimique des composés, les GH capables de réaliser les 

réactions EC ont été dénombrées dans les génomes de notre sélection de bactéries (Figure 

21C). On observe que toutes les bactéries à l’exception de A. hallii possèdent des GH capables 

de dégrader les composés de la famille des RFO. Toutes les bactéries possèdent au moins 1 

GH32 spécifique de la dégradation présente dans l’inuline. Les Bacteroides possèdent le plus 

grand répertoire enzymatique pour dégrader les composés extraits d’algues.  
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Figure 21 : Caractéristiques génomiques des souches bactériennes étudiées 

(A) Relations phylogénétiques basées sur les gènes ARNr 16S. Le panel d'espèces bactériennes 

représente les trois principaux phyla du microbiome intestinal humain, à savoir les Actinobacteries, les 

Bacteroidetes et les Firmicutes. Cet arbre phylogénétique non enraciné a été déduit à l'aide de la méthode 

d'association de voisins calculée avec l'approche du maximum de similitudes composites. (B) 

Caractérisation des répertoires enzymatiques pour le métabolisme des sucres. La distribution des 

enzymes actives sur les glucides (CAZymes) a été estimée dans les génomes des bactéries bénéfiques 

pour la santé. (C) Prédiction de la dégradation des substrats. Prédiction du nombre de GH spécifiques 

pour la dégradation des substrats évalués. 
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3. Métabolisation des composés par les bactéries  

Les capacités métaboliques des 15 bactéries bénéfiques à utiliser divers polysaccharides 

alimentaires ont été évaluées in vitro dans un milieu minimal (MM) complété par les composés 

comme principale source de carbone fermentescible et d'énergie.  

Les profils ΔDO ont été utilisés comme indicateurs de la croissance bactérienne (Figure 

22A). Le milieu étant principalement constitué d’eau, les écarts de DO après 24h de culture 

sont relativement faibles, néanmoins ils permettent tout de même de distinguer une activité 

de croissance. La condition MM-glucose a particulièrement favorisée la croissance des 

Bacteroidetes et des Actinobacteries, tandis que les Firmicutes, n’ont pas répondu de façon 

homogène au MM-glucose. Les valeurs médianes montrent une activité de croissance plus 

importante pour les conditions MM-Inuline, et MM-RFO (dont MM-raffinose et MM-

stachyose). Pour ce qui est des algues, on peut constater que le principal phylum capable de 

croitre sur les milieux MM-Laminarine, MM-Ulvane et MM-Fucoïdane est celui des 

Bacteroidetes. En comparaison, toutes les espèces bactériennes ont montré une croissance 

restreinte sur le MM-sans sucre, servant de condition de contrôle négative.  

Les mesures individuelles de ΔpH (Figure 22B) ont été enregistrées en tant qu'indicateurs 

des activités de fermentation. Comme attendu, les valeurs de pH pour toutes les espèces 

inoculées dans le MM-sans sucre sont restées proches du pH initial, traduisant une absence ou 

une faible activité de fermentation. Nous pouvons observer une légère activité fermentaire 

pour les membres de Bacteroidetes dans le MM-sans sucre, en particulier pour B. xylanisolvens, 

ce qui est probablement causé par sa capacité à utiliser les protéines présentes dans le MM 

comme source d'énergie (G. T. Macfarlane et al., 1988). L'utilisation des sucres a entraîné une 

acidification importante du milieu pour la plupart des combinaisons d'espèces bactériennes, 

on note toutefois qu’un groupe de Firmicutes ne présente pas d’acidification de son milieu 

après 24h de culture. Il est intéressant de constater d’une part que dans la condition MM-

glucose, une signature phylum dépendante semble se dessiner, avec une très forte acidification 

pour les Actinobacteries (près de 3 points de pH), une acidification d’environ 2 points de pH 

pour un groupe de Firmicutes et 1,5 point de pH pour les Bacteroidetes. Cette signature semble 

se répéter dans les condition MM-Inuline, MM-RFO, MM-Raffinose et MM-Stachyose. Pour les 

algues, cela confirme l’observation faite pour la variation de DO, seul un groupe de 
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Bacteroidetes semble capable de les fermenter. C’est dans la condition MM-Laminarine que 

l’acidification est la plus élevée.  

Dans la Figure 23A et B, sont respectivement représentés les résultats de ΔDO et ΔpH pour 

chacune des 15 bactéries. On observe que F. prausnitzii n’est capable ni de croitre ni de 

fermenter quel que soit la condition. Aucune des Firmicutes et des Actinobacteries n’est 

capable de métaboliser les algues ajoutées au milieu de culture. En revanche on peut observer 

ici, que B. intestinalis et B. uniformis sont quant à elles, les seules capables de fermenter la 

laminarine.  

 

 

Figure 22 : Résultats DO et pH toutes bactéries confondues 

Les données relatives de (A) densité optique et de (B) pH après 24h de cultures sont présentées, Les 

bactéries sont regroupées et colorées par phylum.  
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Figure 23 : détail des activités de croissance (DO) et de fermentation (pH) pour chaque bactérie 

(A) les résultats de la variation de DO après 24h sont représentés pour chaque bactérie dans toutes les 

conditions. (B) les résultats de la variation de pH après 24h sont représentés pour chaque bactérie dans 

toutes les conditions. 
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Chaque bactérie a fait preuve d'une diversité notable en termes de métabolisme des 

glucides. Elles étaient capables d'utiliser la variété de glucides à des degrés différents.  

En ce qui concerne les conditions de contrôle, les espèces de Bacteroidetes ont été capables 

de croître et de fermenter de manière appréciable. En particulier, B. intestinalis et B. uniformis 

présente les activités de croissance et de fermentation élevées pour toutes les sources de 

carbone, excepté les fucoïdanes et les ulvanes. D'autres espèces de Bacteroidetes ont présenté 

des activités de croissance et de fermentation élevées similaires, ce qui démontre un large 

spectre d'utilisation des glycanes pour ce phylum. Par rapport aux espèces Bacteroidetes, les 

profils de croissance et de fermentation ont révélé que les espèces Actinobacteria et Firmicutes 

n’étaient pas capable d’utiliser les algues en tant que substrat métabolique, cependant elles 

ont pour la plupart été capables de métaboliser l’inuline et les RFO. B. hansenii n’a toutefois 

montré aucune activité de fermentation en présence des RFO. Enfin on peut constater que 

certaines bactéries (B. pullicaecorum, A. caccae et A. hallii) étaient capables de métaboliser le 

mélange de RFO extrait par GreenCell mais pas les composés purs (stachyose et raffinose) de 

la famille des RFO. Ceci suggère qu’il y ait des substrats fermentescibles présents dans le 

mélange de RFO autre que le stachyose et le raffinose). Après une vérification par résonnance 

magnétique nucléaire, du saccharose a été détecté (Annexe, figure 45). Concernant les algues, 

seules deux espèces de Bacteroidetes ont été capables d’en métaboliser. Une acidification 

importante du MM-laminarine a été mesurée dans les monocultures de B. intestinalis et B. 

uniformis. 

On peut constater que les variations de pH sont beaucoup plus importantes que les 

variations de densité optique. Cette différence peut s’expliquer par la nature du MM, 

faiblement concentré en nutriments, qui ne permet pas une croissance importante des 

bactéries. La taille et la forme des bactéries peut aussi influencer les mesures de DO (Stevenson 

et al., 2016). Toutefois, pour s’assurer de la variation de croissance nous avons réalisé des qPCR 

en système spécifique Taqman. C’est une technique plus lourde, nous avons fait le choix de 

l’appliquer à 184 expériences sur l’ensemble des 1363 expériences de monocultures. Les 

résultats présentés (Annexe, figure 46) confirment les données de DO et pH. Les Bacteroidetes 

sont capables de croitre sur une grande diversité de substrats, les Actinobacteries sont 

sensibles aux composés RFO et à l’inuline, tandis que l’on observe une variabilité chez les 

Firmicutes quant à leur capacité à dégrader les substrats. Ces résultats confortent d’autant plus 
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nos observations de DO que lors de l’analyse multivariées en ACP, les variables DO et qPCR, 

sont fortement corrélées avec la dimension 1 de l’ACP (Annexe, figure 47). Le coefficient de 

corrélation (r²) avec la dimension 1 est de 0,667 pour la variable DO et de 0,557 pour la variable 

qPCR, et avec la dimension 2 le coefficient est de 0,33 pour la variable DO et de 0,27 pour la 

variabile qPCR (Annexe, figure 47). 

4. Mise en évidence de profils de fermentation 

bactériens 

Dans le but de caractériser plus finement le métabolise bactérien, les produits métaboliques 

de la fermentation bactérienne dans l'intestin ayant été associés à la santé humaine, ont été 

quantifiés par chromatographie en phase gazeuse.  

Les concentrations des principaux métabolites, dont l'acétate, le propionate et le butyrate, 

ont été rapportées pour chaque bactérie bénéfique pour la santé (Annexe, Figure 48). Les 

concentrations en AGCC ont permis d'approfondir l'étude de l'utilisation des composés de 

références et ceux extraits par GreenCell par les bactéries bénéfiques. Les concentrations les 

plus élevées d'AGCC ont été révélées dans les cultures de B. adolescentis et B. catenulatum 

dans les conditions MM-glucose, MM-inuline et MM-RFO. Les espèces de Bacteroidetes, étaient 

capables de fermenter toutes les sources de carbone. Cependant les concentrations d’AGCC 

mesurées dans les surnageants de cultures étaient relativement faibles, en particulier pour les 

composés extraits d’algues. Encore une fois une grande variabilité a été observée entre les 

différentes espèces de Firmicutes, avec une concentration mesurée encore une fois assez faible. 

Globalement ces données sont cohérentes avec les mesures de croissance et d’acidification 

(Figure 23).  

La représentation en heatmap de la production des AGCC par l’ensemble de nos bactéries 

(Figure 24) montre une diversité de l’utilisation des glycanes en fonction de l’affiliation 

phylogénétique de nos bactéries. Les espèces de Firmicutes qui se développement 

essentiellement sur le MM-glucose, le MM-inuline et les MM-RFO produisent principalement 

du butyrate et de l’acétate en plus faible quantité. Les espèces appartenant au phylum des 

Actinobacteries produisent de l’acétate en quantités élevées sur les milieux MM-RFO.  



134 

 

 

Figure 24 : Classification des profils de fermentation des bactéries bénéfiques pour la santé 

Le dendrogramme contient toutes les monocultures bactériennes classées en fonction de leur profil de fermentation. Quatre groupes mettent en évidence les 

capacités fonctionnelles des bactéries bénéfiques (colonne de gauche) pour la santé à fermenter divers substrats glucidiques (colonne de droite). La variation de 

couleurs représente les concentrations en AGCC exprimées en mM. Les histogrammes représentent la valeur de l’AGCC spécifique du cluster (butyrate, acétate, 

propionate) exprimé en mM comparé à l’ensemble du jeu de données.   
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Enfin les espèces de Bacteroidetes produisent des quantité relativement faible d’acétate et 

de propionate. La différence majeure que l’on observe comparé aux autres bactéries est la 

diversité de substrats capables de stimuler la production de ces AGCC chez les Bacteroidetes.  

L'application d'une méthode de classification hiérarchique a révélé quatre groupes 

fonctionnels d'activités de fermentation pour le panel de bactéries (Figure 24).  

Le premier cluster coloré en vert, est associé à une concentration moyenne de butyrate de 

2,75 ± 2,12 (p=9,78e-69) (Annexe, Tableau 6). Il comprend 100% (p=4,08e-33) (Annexe, 

Tableau 7) d’espèces de Firmicutes, avec près de 2/3 de Lachnospiraceae contre 1/3 de 

Ruminococcaceae. La condition la plus associée à cette production d’AGCC est la condition RFO 

représentée à 26,4% (p=1,08e-03). Le second cluster coloré en gris comprend la majorité 

(63,6%) des conditions de contrôle négatif (p=1,19e-23). Dans l'ensemble, les résultats 

indiquent que les moyennes des variables "butyrate", "isovalerate", "isobutyrate", "propionate" 

et "acetate" dans le cluster sont significativement inférieures aux moyennes globales. Il y a 

donc dans ce cluster, une très faible activité de fermentation. Le cluster est aussi surreprésenté 

par les espèces de Firmicutes (57%, p=5,01e-08) ce qui confirme qu’une partie de notre groupe 

de Firmicutes ne parvient pas à fermenter les composés testés. Le cluster coloré en orange, est 

associé à une forte production d’acétate (14,05 ±6,88, p=3,02e-81). Il confirme la capacité des 

Bifidobacteries représentées à 85,1% (p=3,06e-30) de notre panel à produire cet AGCC, et ce 

en présence de glucose (40,4%, p=3,97e-03) ou des composés RFO de tous types (48,9%, 

p=1,00e-02). Enfin le cluster coloré en bleu, est associé à une production de propionate 

(1,14±0,64, p=7,50e-37) et est surreprésenté par les espèces du phylum des Bacteroidetes 

(71,8%, p=4,22e-35). Dans ce dernier cluster un plus grand nombre de conditions sont 

représentées et on y retrouve la majorité des extraits d’algues (87,3%, p=1,47e-12),  

Chaque cluster est donc significativement et positivement associé à un AGCC. Le résultat 

du test Chi-carré utilisé pour déterminer s’il existe une relation significative entre la 

clusterisation et les variables catégorielles donne des valeurs de p=6,25e-104 pour la variable 

Bactérie, p=2,12e-80 pour la variable Famille et p=1,30e-79 pour la variable phylum. Cela 

signifie que la clusterisation dépend fortement de ces variables, et donc que les profils de 

fermentation bactériens observés sont dépendant de l’affiliation phylogénétique. 

 La représentation en analyse en composante principale des variables associées à la 

croissance (DO) et à la fermentation (pH, acétate, propionate et butyrate) nous a permis de 
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simplifier la complexité en les transformant en un nouvel ensemble de variables représentées 

sur deux dimensions (Figure 25). Visuellement, il apparait nettement que les échantillons se 

répartissent dans l’espace selon leur appartenance phylogénétique, et que cette répartition est 

influencée par les variables AGCC. Il est important de noter que les variations de pH sont 

exprimées par des valeurs négatives. Par conséquent, une corrélation négative avec le pH 

indique en réalité une corrélation positive avec l'activité de fermentation (production d'acides). 

L’ACP nous permet de comprendre les relations entre les différentes variables, qu’elles 

soient quantitatives ou qualitatives. Pour la dimension 1 les concentrations d'acétate (r²=0,79, 

p = 8,26e-283), de propionate (r²=0,61, p=2,60e-132) et la DO (r² =0,75, p =1,42e-234) y sont 

fortement et positivement associées. A l’inverse, le pH et le butyrate y sont négativement 

associés, avec des valeurs de r² respectivement de -0,73 (p=3.15e-216) et -0,57 (p=9,65e-113). 

Les variables catégorielles ayant une forte association avec la Dimension 1 sont les variables 

Bactérie (R²=0,54, p=2.2e-16), Famille (R²=0.45, p=2.2e-16) et Phylum (R²=0.44, p=2.2e-16). 

Plus précisément, les phyla des Bacteroidetes et des Actinobacteria présentent un effet 

significatif avec une estimation respectivement, de 0,94 (p=2,2e-16) et 1,03 (p = 2,2e-16) sur 

la dimension 1. Ce qui suggère qu’elles expliquent une grande partie de la variance observée 

sur la dimension 1. En revanche, le phylum des Firmicutes montre une association négative 

significative avec la Dimension 1, avec un effet estimé à -1,3 (p=2,2e-16). Ces résultats 

suggèrent que les trois phyla ont des impacts distincts sur la Dimension 1. Les Bacteroidetes 

sont associés à une augmentation de cette dimension, tandis que les Firmicutes sont associés 

à une diminution. Cela confirme les résultats du dendrogramme de la figure 24, les 

Actinobacteria et les Bacteroidetes sont positivement associées à une production d’acétate et 

de propionate, à l’inverse des Firmicutes, qui sont quant à elles positivement associées à la 

production de butyrate. 

Pour la seconde dimension, les concentrations de propionate (r²=0,56, p=4,25e-106) et de 

pH (r²= 0,56, p=7,47e-105) sont fortement et positivement associées, tandis que la DO (r²=-

0,33, p=2,29e-33) et le butyrate (r²= -0,60, p=6,22e-128) y sont négativement associés. 

Concernant les variables catégorielles ayant une forte association avec la dimension 2, le 

phylum des Bacteroidetes présente un effet positif significatif avec une estimation de 0,79 (p = 

2,95e-112). En revanche, les phyla des Actinobacteria et des Firmicutes montrent une 

association négative significative avec la dimension 2, avec des effets estimés respectivement 
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de -0,34 (p = 2,77e-13) et -0,45 (p = 2,72e-61). Sur cette dimension, les Bacteroidetes sont 

associées à une production de propionate, tandis que les Actinobacteria et les Firmicutes sont 

associées à une production de butyrate.  

Les résultats de l'Analyse en Composantes Principales soutiennent les conclusions tirées du 

dendrogramme précédent. Ils montrent que les profils de fermentation bactériens, qui sont 

fortement dépendants de l'affiliation phylogénétique, sont également associés à la production 

spécifique d'AGCC. Cela met en évidence le rôle clé que jouent les différents phyla bactériens 

dans la production d'acétate, de propionate et de butyrate, et illustre la complexité de 

l'interaction entre la phylogénie bactérienne et les profils de fermentation. 

 

Figure 25 : Analyse en composante principale de l’ensemble des variables, en biplot  

Cette analyse en biplot représente l’ensemble des monocultures pour lesquelles les variables DO, pH, 

AGCC ont été mesurées. Les variables sont représentées dans le plan par des flèches. Les individus sont 

colorés selon leur appartenance phylogénétique (famille). Le niveau des ellipses a été réduit à 0,75. 
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5. Evaluation des composés au potentiel prébiotique 

La même analyse en composante principale nous a permis de classer les différentes 

conditions dans le but de sélectionner les composés les plus prometteurs. 

Dans la figure 26, on retrouve la même ACP, mais cette fois, les individus ont été colorés 

selon les conditions de supplémentation du milieu minimum, et représentés par leurs centres 

de gravité pour simplifier la lecture. Visuellement, trois clusters semblent se former, d’un côté, 

les composés extraits des algues avec le contrôle négatif, de l’autre, le mélange de RFO extraits 

et le contrôle positif. Entre les deux se trouvent l’inuline, le stachyose et le raffinose. Nous, nous 

intéressons aux valeurs d’association de la variable condition avec les dimensions 1 et 2, pour 

valider cette observation. 

Rappelons que la dimension 1 est fortement corrélée à la croissance (DO : r²=0,75) et à 

l’acidification (pH : r²=-0,73) contrairement à la dimension 2 qui est inversement corrélée à la 

croissance (DO : r²=-0,33) et à l’acidification (pH : r²=0,55) (Annexe, tableau 8 et tableau 

8)Tableau 9 : Description de la dimension 2 de l’ACP. 

Les effets estimés des composés RFO et du glucose sont respectivement de 0,58 (p=5,48e-

12) et de 0,44 (p=2,62e-6) sur la dimension 1. Ces effets estimés montrent une association 

positive et significative avec cette dimension. Pour la dimension 2, nous observons l’inverse. 

Les effets estimés des composés RFO et du glucose sont respectivement de -0,74 (p=6,49e-

30) et de -0,60 (p=1,25e-15). Ce qui montre une association négative avec la dimension 2. Les 

composés associés au contrôle positif semblent donc être corrélés à la croissance et à la 

fermentation. Rappelons que la variable quantitative la plus fortement corrélée avec la 

dimension 1 est l’acétate (r²=0,79). Ce métabolite est produit par la majorité de notre sélection 

de bactéries et conforte l’association de la dimension 1 avec une activité métabolique. 

Passons aux effets estimés des conditions sans-sucre et supplémentées en laminarine, 

ulvane et fucoïdane. Leurs effets estimés sur la dimension 1 sont respectivement de -1,84 

(p=1,7e-42), -0,43 (p=1,25e-2), -0,37 (p>0.05) et de -0,32 (p=1,98e-2). Ces valeurs montrent 

une association négative et significative (exceptée pour l’ulvane) avec la dimension 1. Pour la 

dimension 2, nous observons l’inverse. Les effets estimés pour les conditions sans-sucre et 

supplémentées en laminarine, ulvane et fucoïdane sont respectivement de 0,56 (p= 2,17e-31), 

de 0,49 (p=1,59e-07), de 0,34 (p=6,49e-04) et de 0,50 (p=7.93e-11). Ce qui montre une 
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association positive avec la dimension 2. Les composés associés au contrôlé négatif sont donc 

inversement corrélés à la croissance et à la fermentation. D’autre part, rappelons que la variable 

quantitative la plus fortement corrélée à la dimension 2 est le propionate (0,56). Celui-ci est 

principalement produit par les Bacteroidetes qui sont les plus à même de dégrader les algues 

et de se développer dans le MM-sans-sucre grâce à leur activité protéolytique. Ce cluster se 

caractérise par une faible activité de croissance et de fermentation, plutôt spécifique des 

Bacteroidetes. 

Les composés utilisés comme référence (inuline, stachyose et raffinose) semblent être entre 

les deux clusters. Pour l’inuline, les valeurs des effets sont de 0,63 (p=7,29e-05) sur la dimension 

1 et de 0,09 (p>0,05) sur la dimension 2. Pour le stachyose, les valeurs des effets sont de 0,46 

(p=4,81e-03) sur la dimension 1 et de -0,20 (p>0,05) sur la dimension 2. Enfin, pour le raffinose 

les valeurs des effets sont de 0,20(p>0,05) sur la dimension 1 et -0,21 (p>0,05) sur la dimension 

2. Ces trois composés sont donc positivement et significativement associés à la dimension 1 et 

non significativement associés à la dimension 2.  

L’ACP a permis d’identifier un cluster positif associé à une activité de croissance et de 

fermentation, composés des conditions glucose et RFO extraits ; et un cluster négatif associé 

aux conditions sans-sucre et les composés extraits des algues. Les composés de référence 

(inuline, stachyose et raffinose) peuvent être considérés comme faisant partie du cluster 1, 

associés à la croissance et à la fermentation.  

Dans le but d’évaluer les effets des composés en fonction des phyla, trois heatmaps ont 

été générées, une par phylum (Annexe, figure 49,A,B,C). Les individus ont été catégorisés selon 

la variable condition, puis les différentes catégories ont été hiérarchisées selon la méthode k-

means pour former des clusters. La clusterisation oppose encore une fois les conditions 

identifiées précédemment dans le cluster positif et le cluster négatif. Le cluster positif contient 

les mêmes conditions pour les Bifidobacteria et les Bacteroidetes, mais pas pour les 

FirmicutesFigure 49 : Heatmaps pour chaque phylum avec une clusterisation basée sur les 

conditions.  

Pour les espèces de Bifidobacteria, le cluster positif est composé des conditions glucose, 

RFO, stachyose et raffinose. Il se distingue significativement du second cluster par la moyenne 

de la variation de pH plus élevée (v.test=8 ,88, p=7,10e-19) et la production d’acétate plus 

élevée (v.test=6,20, p=5,81e-10). Ici le v.test mesure à quel point une variable contribue à la 
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définition d'un cluster par rapport à ce que l'on attendrait si toutes les catégories y 

contribuaient également. Les conditions glucose, RFO, stachyose et raffinose sont métabolisées 

par les Actinobacteria et l’acétate fait partie des produits de cette fermentation (Annexe, 

tableau 10). Pour le phylum des Firmicutes, le cluster des conditions positives ne contient que 

le glucose et les RFO extraits. Deux variables associées à la fermentation distinguent ce cluster 

des autres individus. La moyenne de la variation de pH est plus élevée (v.test=7,92, p=2,25e-

15) et la moyenne de la variable butyrate (v.test=4,70, p=2,53e-06) (Annexe, tableau 11). Les 

conditions glucose et RFO sont métabolisées par les Firmicutes et le butyrate fait partie des 

produits de cette fermentation. Enfin, pour les Bacteroidetes, la variable qui distingue le plus le 

cluster positif des autres individus est la variation pH (v.test=11,64, p=2,35e-31) (Annexe, 

tableau 12). Le seul métabolite qui participe à cette distinction est l’acétate (v.test=5,15, 

p=2,62e-70). Le propionate n’était pas associé significativement au cluster des conditions 

positives. Les conditions glucose, RFO, inuline, stachyose et raffinose sont fermentées par les 

Bacteroidetes, ce qui conduit à la production d’acétate. 

On constate donc que la variable pH a un effet important sur la clusterisation, et ce pour 

tous les phyla. Pour les Actinobacteria cet effet est particulièrement important, avec η²=0,97 

(p=6,68e-64). La valeur de l’effet du pH est de η²=0,33 (p=4,61e-18) pour les Bacteroidetes, et 

de η²=0,54 (p=5,04e-44) pour les espèces de Firmicutes. Dans ce contexte, la variable de pH 

est la plus adaptée pour évaluer la capacité qu’à un composé à stimuler notre panel de 

bactéries, quel que soit le phylum.  
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Figure 26 : Analyse en composante principale de l’ensemble des variables, en biplot  

Cette analyse en biplot représente l’ensemble des monocultures pour lesquelles les variables DO, pH, 

AGCC ont été mesurées. Les variables sont représentées dans le plan par des flèches. Les individus sont 

colorés selon le milieu de culture (conditions). Le niveau des ellipses a été réduit à 0,75. 
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IV. DISCUSSION 

Les bactéries intestinales sont capables de métaboliser une grande variété de 

polysaccharides d’origine alimentaire. Cette fermentation produit des métabolites bénéfiques 

pour la santé, comme les AGCC (Sanna et al., 2019). Nourrir ces microorganismes au moyen de 

prébiotiques est une stratégie importante pour maintenir et/ou restaurer la communauté 

bactérienne essentielle à l’homéostasie de l’hôte (Cunningham et al., 2021). Plusieurs taxons 

bactériens se définissent par leur capacité à métaboliser des sources de polysaccharides 

alimentaires et ont ainsi évolué avec l’hôte pour s’adapter à son alimentation (Suzuki et al., 

2022). Par conséquent, la caractérisation fonctionnelle des bactéries intestinales dominantes 

impliquées dans la métabolisation des prébiotiques est une approche pertinente pour le 

développement rationnel de stratégies nutritionnelles (Scott et al., 2019). 

Les capacités fermentaires in vitro reflètent la génomique bactérienne 

Les enzymes glucidiques (CAZymes) sont particulièrement intéressantes car elles sont 

nécessaires à la digestion d’une grande variété de polysaccharides alimentaires (Cantarel et al., 

2009; Lombard et al., 2014). La prédiction des répertoires enzymatiques a mis en lumière le 

nombre élevé de CAZymes hébergés par les espèces de Bacteroidetes, ce qui suggère des 

capacités métaboliques flexibles pour cataboliser une large gamme de polysaccharides 

(Kaoutari et al., 2013). En comparaison, les espèces de Firmicutes et d'Actinobacteria 

présentaient des répertoires plus restreints, suggérant des capacités métaboliques plus 

limitées pour dégrader les glucides (Cockburn & Koropatkin, 2016). La distribution des 

CAZymes au niveau des phyla bactériens a confirmé la différence significative et importante 

entre les membres des Bacteroidetes et des Firmicutes, qui contiennent des nombres moyens 

de gènes GH et PL par génome de 137,1 et 39,6, respectivement (Kaoutari et al., 2013). En ce 

qui concerne le métabolisme des glycanes, l'abondance des enzymes CAZy dans les membres 

des Actinobacteria a été signalée jusqu'à 8 % des génomes de Bifidobacterium, ce qui pourrait 

indiquer un profil d'utilisation des glucides plus polyvalent (Pokusaeva et al., 2011). Une analyse 

plus approfondie de la diversité structurelle et fonctionnelle au sein des répertoires CAZyme 

du panel de bactéries bénéfiques pour la santé pourrait révéler des capacités enzymatiques 

spécifiques pour métaboliser certains prébiotiques.  
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Dans cette étude, les activités métaboliques des espèces bactériennes isolées ont été 

interprétées sur la base des paramètres de croissance et de fermentation. Le pH 

environnemental global des monocultures reflète en partie la production d’AGCC (Louis, 2017). 

De nombreux sous-produits et produits finaux de la fermentation, tels que l'acétate, le lactate 

et le succinate, sont des métabolites prédominants qui peuvent également modifier le pH 

environnemental et, par conséquent, influencer les réponses de la croissance microbienne 

(Louis et al., 2014). In vitro, Les espèces de Bacteroidetes ont démontré une grande adaptabilité 

nutritionnelle pour l'exploitation de divers glycanes. Concernant les algues B. intestinalis et B. 

uniformis ont été les seules capables de métaboliser la laminarine suggérant que B. intestinalis, 

à l’image de B. uniformis possède la machinerie enzymatique pour dégrader les liaisons 

osidiques constitutives de la laminarine (Déjean et al., 2020; Feng et al., 2022). Ici aucune 

fermentation de l’ulvane n’a été observé chez les Bacteroides bien qu’une étude avait montré 

une croissance pour B. thetaiotaomicron et B. uniformis (Seong et al., 2019). En écologie 

microbienne, ces bactéries sont généralement perçues comme des utilisateurs primaires ou 

des généralistes pour initier la décomposition de polysaccharides alimentaires diversifiés et 

complexes (Cockburn & Koropatkin, 2016). Leurs produits de décomposition des glycanes et 

leurs métabolites, tels que l'acétate et le succinate, peuvent favoriser la cohabitation de 

nombreuses espèces qui tirent profit de ces utilisateurs secondaires dans le cadre 

d'interactions appelées cross-feeding, soutenant ainsi des acteurs essentiels de l'écosystème 

intestinal (Rakoff-Nahoum et al., 2016). Ce qui suggère que B. intestinalis et B. uniformis 

pourraient, bien que ce soit les seules à dégrader la laminarine produire suffisamment de 

substrats pour permettre à d’autre bactéries de leur environnement de prospérer. Cependant, 

en fonction de leur contexte nutritionnel, une modification des résultats métaboliques pourrait 

orienter le dynamisme des Bacteroidetes vers des stratégies de compétition, pour exploiter 

l’énergie des glycanes alimentaires (Grondin et al., 2017). 

Des interactions similaires de cross-feeding ont été rapportées pour des souches de 

Bifidobacterium spécialisées dans la dégradation de différents substrats (De Vuyst & Leroy, 

2011). Décrites comme des micro-organismes mutualistes clés de voûte, les espèces de 

Bifidobacterium ont généralement été associées à l'utilisation préférentielle des fructanes de 

type inuline. En libérant des mono- oligo- saccharides ou des produits finaux de fermentation, 

elles sont potentiellement impliquées dans le cross-feeding avec d'autres microorganismes 
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(Moens et al., 2016, 2017). In vitro, les espèces de Bifidobacterium ont montré des capacités 

importantes à fermenter l’inuline et les composés de type RFO, conduisant à une forte 

production d’acétate. Ce métabolite pourrait alors servir de substrat pour d’autres bactéries et 

ainsi augmenter l’énergie disponible dans l’environnement.  

Les espèces de Firmicutes ont montré des activités plus variables pour fermenter les 

polysaccharides complexes. Elles pourraient être mieux adaptées à l'utilisation d'une gamme 

plus étroite de glycanes en fonction de leur spécialisation nutritionnelle (Cockburn & 

Koropatkin, 2016) (Cockburn et Koropatkin, 2016). La plupart des espèces de Firmicutes se 

distinguent par leurs activités de fermentation, qui aboutissent à la production d'acétate et de 

butyrate.  

La plupart des membres des Ruminococcaceae ont montré une faible croissance et des 

activités de fermentation limitées dans la condition de contrôle positive MM-glucose, à 

l'exception de Subdoligranulum variabile. En effet, les microbes commensaux coliques 

dominants F. prausnitzii et B. pullicaecorum différaient dans leur capacité à croître et à 

fermenter le glucose. Conformément à la littérature, R. intestinalis peut métaboliser le raffinose 

grâce à son répertoire enzymatique, tandis que F. prausnitzii ne peut pas se développer en 

présence de cet oligosaccharide, démontrant son incapacité à le métaboliser. En revanche A. 

caccae n’a pas montré les mêmes capacités à dégrader le raffinose (Tanno et al., 2021). 

La composition du MM pourrait ne pas être totalement adaptée à la culture de ces 

bactéries. Des études antérieures ont examiné les activités métaboliques de F. prausnitzii dans 

des cultures en milieu plus riche complétées par diverses sources de carbone (Tanno et al., 

2021). Le glucose n'étant pas une source importante d'énergie pour les bactéries du côlon, 

nous suggérons que ces bactéries ne peuvent pas se développer sur le glucose en raison d'une 

mauvaise adaptation à cette source de carbone dans l'environnement colique (McLaughlin et 

al., 2015). Bien qu'il soit difficile de mesurer les effets des glycanes, ces résultats ne remettent 

pas en cause la stratégie expérimentale utilisée pour évaluer le potentiel prébiotique des 

ingrédients alimentaires. Les membres des Lachnospiraceae ont montré des capacités diverses 

à utiliser les glycanes testés. Conformément à une étude précédente, E. rectale n'a pas été en 

mesure d'utiliser la source d'inuline (Tanno et al., 2021).  

Globalement les résultats obtenus sont cohérents avec l’observation des CAZymes annotés 

sur la base des génomes bactériens. Ce sont les Bacteroides qui ont montré une capacité de 
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dégradation des glycanes la plus diverse, et les Firmicutes semblent être beaucoup plus 

spécifiques d’un substrat donné. Ces résultats supportent l’hypothèse d’une complémentarité 

fonctionnelle des bactéries du microbiote intestinal en terme de dégradation des 

polysaccharides (López-Mondéjar et al., 2022). Il serait intéressant d’explorer si notre sélection 

de bactéries exprime les gènes qui codent les CAZymes spécifiquement adaptées à l’hydrolyse 

de nos conditions (qualitativement et quantitativement). Cela nous permettrait ensuite 

d’évaluer la capacité des outils d’annotation génomique à prédire la dégradation spécifique 

d’un glycane donné.  

La sélection des composés les plus prometteurs  

Les composants alimentaires non digestibles qui ont la capacité de favoriser sélectivement 

la croissance et le métabolisme des bactéries intestinales commensales sont définis comme 

des prébiotiques. Les analyses multivariées effectuées permettent de distinguer les composés 

les plus à même de stimuler la croissance et la fermentation. L’analyse de la figure 26 fournit 

des valeurs d’association des différents composés avec la croissance et la fermentation 

(dimension 1). Sur la base de ces valeurs nous pouvons établir ce classement :  

1. RFO Green Cell : 0,58 (p=5,48e-12) 
2. Inuline : 0,63 (p=7,29e-05) 
3. Stachyose : 0,46 (p=4,81e-03) 
4. Raffinose : 0,20 (p>0,05) 
5. Fucoïdane : -0,32 (p=1,98e-2) 
6. Ulvane : -0,37 (p>0.05) 
7. Laminarine : -0,43 (p=1,25e-2) 

Ces résultats suggèrent de se concentrer sur les oligosaccharides de la famille des RFO et 

sur l’inuline. Cependant, ce classement n’est pas complètement représentatif de nos données 

puisque la dimension 1 n’explique que 48,9% de la variance observée.  

Si nous devions sélectionner une algue pour la suite du projet, il serait intéressant de baser 

le classement sur la dimension 2 :  

1. Fucoïdane : 0,50 (p=7.93e-11) 
2. Laminarine : 0,49 (p=1,59e-07) 
3. Ulvane : 0,34 (p=6,49e-04) 

La dimension 2 est fortement corrélée avec une production de propionate. Les composés 

fortement associés à la dimension 2 et faiblement à la dimension 1 devraient stimuler 

spécifiquement les Bacteroides. Ce qui suggère de se concentrer sur les fucoïdanes et la 

laminarine pour un composé capable de stimuler spécifiquement les Bacteroides. 
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Les composés retenus dans le cadre du projet RestorBiome sont les suivants :  

1. Les RFO extraits des pois-chiches pour leur forte capacité à stimuler la croissance et la 
fermentation de la majeure partie de notre sélection de bactéries bénéfiques.  

2. L’inuline, pour sa capacité à stimuler fortement la croissance et la fermentation de 
notre sélection de bactérie. Elle pourra continuer à servir de référence dans la suite du 
projet. 

3. La laminarine pour sa spécificité vis-à-vis des espèces de Bacteroides. 

L’effet prébiotique du raffinose sur des selles humaines a été évalué in vitro. Il a stimulé la 

production d’AGCC et de lactate par les bactéries Bifidobacterium et Lactobacillus. Il pourrait 

stimuler la production de butyrate via un effet de cross-feeding (Amorim et al., 2020). Les α-

galactooligosaccharides ont déjà été largement utilisés comme médicaments, cosmétiques et 

additifs alimentaires (Kanwal et al., 2023).  

L’inuline fait l’objet d’une attention particulière depuis de nombreuses années quant à son 

effet prébiotique. Ces travaux se sont d’abord focalisés sur des espèces de Bifidobacterium et 

de Lactobacillus démontrant la capacité de l’inuline à stimuler leur croissance et leur 

fermentation (Kolida et al., 2002). Depuis, des études se sont concentrées sur d’autres bactéries 

et des effets bénéfiques pour la santé au-delà du microbiote intestinal (R. L. Hughes et al., 

2022). Les effets bénéfiques pour la santé intestinales démontrés par l’inuline lui a voulu 

l’obtention d’une allégation santé délivrée par l’autorité Européenne EFSA en 2015 (Theis, 

2018).  

La structure polysaccharidique de la laminarine a aussi fait l’objet d’études quant à sa 

capacité à stimuler des Lactobacillus (M. B. Lynch et al., 2010) et à moduler le microbiote 

intestinal. Dans une étude in vivo portant sur des souris, la laminarine a entraîné une diminution 

des Firmicutes et une augmentation des Bacteroidetes, notamment du genre Bacteroides, 

associé à une augmentation significative des familles de CAZyme dans les fèces (Nguyen et al., 

2016). D’autres travaux sont nécessaires pour pouvoir la qualifier à proprement parlé de 

prébiotique.  

Pour la suite de l’évaluation des composés en fermenteurs (partenaire UCA, projet 

RestorBiome), nous avons fait le choix d’opter deux stratégies complémentaires. La première 

stratégie vise à stimuler un maximum de bactéries bénéfiques pour la santé intestinale et la 

seconde vise à stimuler spécifiquement un genre bactérien qui part ses activités de cross-

feeding pourra promouvoir la croissance d’autres bactéries bénéfiques.   
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V. CONCLUSION 

Notre stratégie a consisté à évaluer la capacité des composés à stimuler la croissance et la 

fermentation de bactéries bénéfiques au-delà des espèces de Bifidobacteria et de Lactobacilles. 

Les analyses univariées de mesure des paramètres de croissance et de fermentation ont révélé 

une grande variabilité interindividuelle dans l’utilisation des oligo- poly saccharides. L’analyse 

de la production d’AGCC pour toutes les monocultures a montré que la métabolisation des 

oligo-poly saccharides étudiés était déterminée par l'affiliation phylogénétique des principaux 

micro-organismes intestinaux. Effectivement, la clusterisation était fortement impactée par les 

variables d’affiliation phylogénétique. L’analyse multivariée utilisée pour identifier les 

composés les plus prometteurs a mis en évidence que dans notre étude la variable pH était la 

plus à même de séparer les composés selon leur efficacité à stimuler la croissance et la 

fermentation de notre sélection bactérienne. La mesure de la variation de pH constitue donc 

une méthode pertinente de par sa facilité d’acquisition et sa robustesse pour l’évaluation de 

composés alimentaires au potentiel prébiotique. 
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Chapitre IV. EXPLORATION OMIQUE DES 

INTERACTIONS PREBIOTIQUES - BACTERIES  

Les travaux présentés dans ce chapitre découlent de nombreuses collaborations. Pour la partie 

séquençage des ARN, avec Yan Jaszczyszyn et Rania Ouazahrou de la plateforme de séquençage 

I2BC (CNRS, Gif-sur-Yvette), et Olivier Rué et Christelle Hennequet-Antier de l’équipe Migale 

(Maiage, INRAE) pour les analyses. La métabolomique a été réalisée en collaboration avec 

Florence Castelli et Céline Chollet de l’équipe MétaboHub (CEA, Saclay). Les expériences de 

cultures ont été réalisées avec l’aide de Frédéric Pepke (technicien de recherche).  

I. INTRODUCTION 

Les stratégies nutritionnelles peuvent être utiliser pour moduler la composition et les 

fonctions métaboliques du microbiome intestinal, conférant des avantages pour la santé. En 

fonction des compétences de dégradation propres à chaque bactérie commensale, les glucides 

que nous consommons peuvent engendrer des effets variés sur la composition et les fonctions 

exercées par les communautés microbiennes. Dans le domaine de la santé humaine et de la 

nutrition, la recherche mécanistique visant à clarifier l'utilisation sélective des prébiotiques par 

les micro-organismes intestinaux est une base importante pour le développement personnalisé 

de stratégies nutritionnelles et cliniques. Pour approfondir la compréhension des interactions 

entre les prébiotiques, les micro-organismes intestinaux et la santé de l'hôte, des initiatives 

sont développées pour étudier en détail les mécanismes qui régissent les effets prébiotiques 

des composés alimentaires. Dans ce chapitre, notre stratégie expérimentale consiste à sonder 

précisément les gènes impliqués dans la dégradation des prébiotiques, puis d‘explorer plus 

largement les métabolites produits lors de leur fermentation. Le processus de fermentation des 

substrats glucidiques fait appel à un large éventail de CAZymes. Ces enzymes sont 

responsables de la catalyse des matières complexes en éléments glucidiques individuels 

(Lombard et al., 2014). En particulier, les glycosides hydrolases facilitent l'hydrolyse et/ou le 

réarrangement des liaisons glycosidiques, qui sont cruciales pour les systèmes d'acquisition de 
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nutriments des bactéries, tels que les mécanismes codés par les polysaccharides utilization loci 

(PUL) (Martens et al., 2011).  

Dans ce chapitre nous explorons par une étude transcriptomique les systèmes employés 

par des bactéries d’intérêts pour l’acquisition des α-galactooligosaccharides. La sélection des 

bactéries s’appuie sur les résultats précédents, seules les bactéries capables de métaboliser les 

RFO (RFO extraits, raffinose ou stachyose) ont été testées. Nous avons fait le choix d’utiliser du 

raffinose pur à 99% pour éviter les biais qui pourraient être induits par les autre molécules 

chimiques présentes dans le mélange de RFO extrait par GreenCell. Dans le contexte de notre 

étude, le séquençage des ARN messagers est un outil puissant pour quantifier les niveaux 

d’expression des gènes impliqués dans la dégradation. En plus, elle peut aider à découvrir de 

nouveaux gènes impliqués dans la dégradation qui n'ont pas été identifiés par des approches 

traditionnelles. L'examen minutieux et détaillé réalisé par l’équipe de glycogénomique pour la 

base de données CAZY.org, permet d'annoter un large éventail de gènes impliqués dans ce 

processus de dégradation. Il convient toutefois de souligner que les familles de GH 

comprennent souvent des enzymes aux activités et spécificités diverses (Coutinho et al., 2003). 

Dans ce contexte de grande diversité, la prédiction de la fonction d'une enzyme à partir de sa 

seule appartenance à une famille peut s'avérer complexe. Le fractionnement des familles en 

sous-familles permet alors une caractérisation plus précise des enzymes et améliore la 

prédiction de leurs fonctions respectives (Stam et al., 2005). Dans la première partie de ce 

chapitre, nous mettrons l’accent sur les CAZymes et leur environnement génétique proche 

spécifiquement employées par les bactéries en croissance dans le milieu supplémenté en 

raffinose comparé à une supplémentation en glucose. Naturellement, la métabolisation des 

monosaccharides ne nécessite pas l’expression d’une machinerie complexe et constitue ainsi 

notre condition de contrôle pour l’analyse différentielle (Rogers et al., 2013).  

Une fois les substrats glucidiques disponibles pour fournir de l’énergie aux bactéries, ils 

vont être fermentés et transformés en métabolites. Dans la seconde partie de ce chapitre, par 

une approche de métabolomique non ciblée en LC-MS, nous explorons les métabolites 

produits par cette même sélection de bactéries en présence de raffinose et du mélange de RFO 

extrait par GreenCell. Sur la base de la production des AGCC, nous avons pu observer que des 

profils métaboliques se dessinent en fonction de l’appartenance phylogénétique. En élargissant 

drastiquement la quantité de métabolites mesurés dans les surnageants de culture on pourrait 
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ainsi obtenir une signature métabolomique plus exhaustive. Par ailleurs, cette stratégie peut 

nous permettre d’identifier des métabolites avec un potentiel effet bénéfique pour la santé, 

au-delà des AGCC.  Notre stratégie d’analyse globale des données métabolomiques consiste 

ensuite à utiliser des approches statistiques exploratoires (PLSDA et heatmap avec classification 

ascendante hiérarchique). Il est important de noter que les milieux de culture, même minimums 

sont riches en molécules biochimiques, ce qui génère un « bruit de fond » important. Il pourrait 

être à l’origine de biais si l’on procédait à des analyses différentielles entre une condition 

stimulée (MM-raffinose ou MM-RFO) et une condition contrôle (MM-H2O ou MM-glucose). 

Pour réaliser les analyses différentielles nous avons donc comparé chaque combinaisons MM-

bactérie au MM-sans-bactérie, de sorte à ce que les substances chimiques présentent dans les 

composées ne puissent biaiser l’interprétation des résultats.  

II. MATERIEL ET METHODES 

Expression génique  

Conditions de culture dans des tubes de Hungate. Des lots uniques de MM ajustés à un 

pH de 6,8 ont été complétés avec ou sans source de carbone. Les expériences sur les glucides 

simples de B. adolescentis, B. catenulatum, B. thetaiotaomicron, B. xylanisolvens, B. uniformis, E. 

rectale, R. intestinalis et S. variabile ont été réalisées comme décrit précédemment. La 

croissance bactérienne a été arrêtée dans la phase de croissance exponentielle 12 heures après 

l'inoculation. Les échantillons ont été centrifugés à 12 000 g pendant 15 minutes à 4°C et les 

culots ont été collectés et immédiatement stockés congelés à -80°C jusqu'à d'autres 

expériences en aval.  

Extraction de l'ARN. Immédiatement traité après décongélation à température ambiante, 

l'ARN total a été isolé avec RNeasy Mini Kit (Qiagen) selon les instructions du fabricant. La 

qualité de l'ARN total a été évaluée sur un Bioanalyzer 2100 d'Agilent, en utilisant le kit RNA 

6000 pico (Agilent Technologies).  

Construction des librairies. Les librairies RNA-Seq directionnelles ont été construites à 

l'aide du kit TruSeq Stranded Total RNA prep, avec les réactifs Ribo-Zero (Illumina), en suivant 

les instructions du fabricant. Après l'étape Ribo-Zero, les échantillons ont été vérifiés sur le 

Bioanalyzer Agilent pour une déplétion correcte de l'ARNr. La qualité des librairies finales a été 

évaluée sur un Bioanalyzer 2100 d'Agilent, à l'aide d'un kit ADN haute sensibilité d'Agilent.  
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Séquençage de l'ARN. Les bibliothèques ont été regroupées dans des proportions 

équimolaires et séquencées en une seule lecture de 75pb, sur un instrument Illumina 

NextSeq500. Le démultiplexage a été effectué avec bcl2fastq2 v2.18.12. Les adaptateurs ont 

été coupés avec Cutadapt v1.15, et seules les lectures de plus de 10pb ont été conservées pour 

la suite de l'analyse. Les lectures ont été cartographiées sur des génomes de haute qualité, et 

ont été comptées en utilisant subread featureCounts v1.5.2. Les analyses différentielles ont été 

réalisées en R à l'aide de DESeq2. 

Analyses statistiques. Les analyses différentielles ont été réalisées avec un modèle linéaire 

généralisé en utilisant edgeR v3.38.4 (McCarthy et al., 2012). Les listes de gènes 

différentiellement exprimés ont été obtenus par des tests de rapport de vraisemblance pour 

les comparaisons entre MM-raffinose et MM-glucose par rapport à la ligne de base MM-

Glucose et après contrôle du taux de fausse découverte avec une correction Benjamini-

Hochberg au seuil de 0,05 (Benjamini et al., 2001). Après avoir été annoté avec DBCAN2, les 

CGC ont été filtrés de sorte à conserver uniquement les CGC dont au moins une CAZymes 

appartient au top 100 des gènes différentiellement surexprimés.  

Métabolomique  

Conditions de culture dans des tubes Hungate. Des lots de MM contenant un seul 

hydrate de carbone ont été utilisés pour examiner les activités métaboliques. Il est important 

de noter que le MM comprend des sources de protéines non définies, telles que l'extrait de 

levure BactoTM et la tryptone BactoTM. Le pH a été ajusté à 6,8. Les échantillons ont été 

centrifugés à 12 000 g pendant 15 minutes à 4°C et les surnageants ont été immédiatement 

stockés congelés à -80°C jusqu'à ce que les analyses métabolomiques soient effectuées. Les 

surnageants bactériens ont été immédiatement traités après décongélation à température 

ambiante. 

Chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse à haute résolution (LC-

MS). La séparation par chromatographie liquide à ultra-haute performance a été réalisée sur 

une colonne hypersil GOLD C18 1,9μm, 2,1mm × 150mm (C18) à 30°C (Thermo Fisher Scientific, 

les Ulis, France) et sur une colonne Sequant ZICpHILIC 5µm, 2,1 x 150mm (HILIC) à 15°C (Merck, 

Darmstadt, Allemagne). Tous les systèmes chromatographiques étaient équipés d'un préfiltre 

en ligne (Thermo Fisher Scientific, Courtabœuf, France). Les analyses LC-MS ont été réalisées à 

l'aide d'un système de chromatographie liquide U3000 couplé à un spectromètre de masse 
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Exactive de Thermo Fisher Scientific (Courtabœuf, France) équipé d'une source électrospray 

fonctionnant en mode ions positifs et négatifs. L'interface logicielle était Xcalibur (version 2.1) 

(Thermo Fisher Scientific, Courtabœuf, France). Les paramètres expérimentaux pour chaque 

condition LC/MS sont décrits dans Boudah et al, 2014.  

Réactifs, produits chimiques et matériel biologique. L'extraction des métabolites a été 

réalisée deux fois (pour les analyses HILIC et C18) à partir de 50µL de surnageants après 

précipitation des protéines assistée par du méthanol, comme décrit précédemment dans. 

Boudah et al. 2014. 

Traitement des données. Toutes les données brutes ont été contrôlées manuellement à 

l'aide du module Qualbrowser de Xcalibur version 2.1 (Thermo Fisher Scientific, Courtabœuf, 

France). Les fichiers bruts ont d'abord été convertis au format mzXML à l'aide du logiciel 

MSConvert. La détection automatique des pics et l'intégration ont été réalisées à l'aide du 

logiciel XCMS (Giacomoni et al., 2015). Les caractéristiques XCMS ont ensuite été filtrées selon 

les critères suivants : (i) la corrélation entre les facteurs de dilution des échantillons QC et les 

surfaces des pics chromatographiques (les variables filtrées doivent présenter des coefficients 

de corrélation supérieurs à 0,7 pour tenir compte des métabolites présents à de faibles 

concentrations et qui ne sont plus détectés dans les échantillons les plus dilués), (ii) la 

répétabilité (le coefficient de variation obtenu pour les surfaces des pics chromatographiques 

des échantillons QC doit être inférieur à 30 %) et (iii) le rapport entre la surface des pics 

chromatographiques des échantillons biologiques et des échantillons vierges supérieur à une 

valeur de 3. En option, si nécessaire, les aires des pics chromatographiques de chaque variable 

présentent dans les listes de pics XCMS ont été normalisées à l'aide de l'algorithme LOESS afin 

d'éliminer la dérive analytique induite par le colmatage de la source ESI observé au cours des 

cycles d'analyse.  

Annotation. Les caractéristiques ont été annotées en faisant correspondre leurs masses 

mesurées avec précision ± 10 ppm aux masses théoriques contenues dans les bases de 

données biochimiques et métabolomiques. La comparaison des m/z et des temps de rétention 

des données expérimentales avec les molécules de référence dans les bases de données 

internes (Boudah et al., 2014) a permis d'obtenir des résultats plus précis et publics (KEGG, 

METLIN et HMDB) (Kanehisa & Goto, 2000; C. A. Smith et al., 2005; Wishart et al., 2007) Il 

convient de noter que l'abréviation m/z représente la quantité formée par la division du rapport 
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entre la masse d'un ion et l'unité de masse atomique unifiée, par son nombre de charge (sans 

tenir compte du signe). 

Analyses statistiques. Les matrices de données LC-MS ont été analysées statistiquement 

à l'aide de techniques non paramétriques multivariées et univariées afin d'identifier les 

caractéristiques significatives qui diffèrent entre les groupes de sources de carbone et les 

espèces bactériennes par rapport au milieu minimum initial non inoculé. Les données et les 

analyses statistiques ont été réalisées avec R Studio (version 4.0.0) (R Development Core Team, 

2008). Une approche multivariée permet de mettre en évidence les corrélations et les 

regroupements de métabolites générés par les processus biologiques. La Sparse Partial Least 

Squares-Discriminant Analysis (sPLS-DA), implémentée dans le package R mixOmics et 

également dans MetaboAnalyst, est une technique de classification omniprésente et largement 

appliquée aux données métabolomiques (Rohart et al., 2017). Pour améliorer l’interprétation 

de ces données, sPLS-DA était particulièrement adapté aux grands ensembles de données LC-

MS avec de nombreuses variables prédictives (X = métabolites) pour démêler l'information 

contenue dans les variables de réponse qualitatives (Y = sources de carbone ou bactéries). Pour 

estimer la validation des clusters, le nombre optimal de dimensions et de variables a été 

sélectionné pour minimiser le taux d'erreur de classification dans la sPLS-DA finale. Le modèle 

a été ajusté avec 10 composantes en utilisant une procédure répétée (× 10) de validation 

croisée 5 fois pour évaluer le nombre de composantes suffisantes pour expliquer la covariance 

de l'ensemble de données pour n'importe quel nombre de variables sélectionnées, et la 

performance de classification, y compris le taux d'erreur global (OER) et le taux d'erreur 

équilibré (BER), pour chaque type de distance de prédiction. Les résultats ont été représentés 

graphiquement en utilisant les scores des deux premières composantes, chaque point 

représentant un échantillon individuel. À partir des variables de chaque sPLS-DA qui affichaient 

des individus correspondant à des bactéries Firmicutes, Bacteroidetes ou Actinobacteria deux 

listes de métabolites discriminants ont été établies pour les analyses statistiques ultérieures. 

Séparément, sur chaque ensemble de données des méthodes de séparation, une approche 

univariée a été réalisée en utilisant des tests de Wilcoxon pour révéler les différences par paire 

des changements de pli dans les niveaux de métabolites entre le MM initial non inoculé et le 

MM inoculé après une culture de 24 heures. En outre, une correction des tests multiples a été 

effectuée sur les valeurs p, qui ont été ajustées à l'aide de la méthode Benjamini-Hochberg. Le 
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seuil de signification a été fixé à 0,05. Les statistiques sommaires (moyenne, écart-type et valeur 

p) ont été calculées sur chaque ensemble de données des méthodes de séparation, 

séparément. Les niveaux de métabolites normalisés ont été analysés après une transformation 

log2 pour mettre en évidence les abondances relatives des métabolites discriminants. Cela a 

permis de définir de manière opérationnelle les réponses bactériennes aux différentes sources 

de carbone.  

III. RESULTATS 

1. Gènes mobilisés dans la dégradation des α-

galactooligosaccharides 

Pour identifier les gènes impliqués dans la dégradation des composés raffinose nous avons 

procédé au séquençage des ARN après 12h de culture, chez huit de nos bactéries d’intérêt. 

Excepté pour deux bactéries aux croissances plus rapides (B. catenulatum et B. adolescentis), 

12h correspond à la fin de la phase exponentielle. Ce choix découle d’un compromis entre 

l’obtention d’une quantité suffisante de matériel génomique et un temps où les bactéries sont 

actives métaboliquement. Ce protocole nous a permis d’obtenir suffisamment d’ARN de bonne 

qualité (Annexe, figure 50A). D’autre part les résultats de croissance et de fermentation 

témoignent d’une activité métabolique des bactéries (Annexe, figure 50B,C). Cette stratégie 

expérimentale nous a conduit à l’obtention des résultats présentés dans la figure 27. 

Globalement, le nombre absolu de gènes significativement surexprimés dans la condition 

raffinose comparé au glucose varie selon les bactéries. En revanche le ratio gènes 

surexprimés/sous-exprimés est proche de 1 pour toutes les bactéries, à l’exception de S. 

variabile qui présente bien plus de gènes diminués dans la condition raffinose.  Ce sont les 

Firmicutes qui présentent le moins de gènes surexprimés, seulement 324 gènes pour E. rectale. 

Au contraire, c’est pour B. thetaiotaomicron que le plus de gènes différentiellement surexprimés 

a été mesuré, avec 1215 gènes. On fait l’hypothèse qu’une partie des gènes surexprimés sont 

impliqués dans la dégradation du raffinose.  
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Figure 27 : Protocole et résultat global du séquençage des ARN 

(A) Schéma de la stratégie expérimentale et de l'analyse des données transcriptomiques. L'étude 

transcriptomique a été réalisée sur les surnageants de huit bactéries bénéfiques pour la santé, 

appartenant à trois embranchements bactériens différents, à savoir les Actinobacteria (B. adolescentis et 

B. catenulatum), les Bacteroidetes (B. uniformis, B. thetaiotaomicron et B. xylanisolvens) et les Firmicutes 

(E. rectale, R. intestinalis et S. variabile). Ces espèces bactériennes ont été cultivées dans deux milieux 

minimaux (MM), chacun supplémenté avec du raffinose ou du glucose. Chaque condition a été réalisée 

en 3 réplicats. (B) Résultats des gènes différentiellement exprimés dans la condition raffinose comparé 

à la condition glucose. Ce tableau présente les gènes significativement sous-exprimés et surexprimés 

ainsi que ceux qui ne sont pas significatifs. 
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A. Les CAZymes dans le Top 100 des gènes 

différentiellement surexprimés 

Pour réduire la complexité des données, tout en mettant en lumière les gènes 

probablement clés dans la prise en charge moléculaire du raffinose, nous nous sommes 

focalisés sur les 100 gènes les plus exprimés et statistiquement significatifs. Les proportions les 

plus élevées de CAZymes dans le top 100 gènes sont observés dans le phylum des 

Bacteroidetes. On retrouve chez B. xylanisolvens, B. thetaiotaomicron et B. uniformis, 

respectivement, 13%, 23% et 28% de CAZymes (Figure 28). C’est plus élevé que chez les 

Actinobacteria et les Firmicutes dont la valeur plafonne à 5% de CAZymes, excepté pour B. 

catenulatum qui compte 12% de CAZymes dans les 100 gènes les plus fortement exprimés 

(Figure 28). L’expression des CAZymes est aussi plus élevée chez les Bacteroidetes que les 

Actinobacteria et les Firmicutes. L’allure de l’histogramme reflète une grande capacité des 

Bacteroidetes à mobiliser des CAZymes pour la dégradation, comparé aux autres bactéries.  

 

 

Figure 28 : Pourcentage de CAZymes identifiées dans le top 100 gènes différentiellement 

surexprimés 
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On observe chez les Bacteroidetes que certaines GH sont très fortement exprimées avec 

certains fold change (FC), reflétant l’expression différentielle en condition raffinose versus 

glucose, très élevés (Figure 29). Chez B. xylanisolvens, 7 GH présentent un fold change supérieur 

à 8, dont la GH32 et la GH97, qui avaient été prédites pour leurs capacités à dégrader les 

liaisons fructose-glucose et glucose-galactose, respectivement. Les autres GH n’avaient pas été 

prédites (GH92, GH163, GH29 et GH97). Pour B. thetaiotaomicron 12 GH ont un fold change 

supérieur à 16, on retrouve parmi celles-ci la GH32 qui avait été prédite, en revanche, les autres 

GH avec un fold change élevé n’avaient pas été prédites (GH92, GH76, GH130, GH67 et 

GH125). Chez B. uniformis 10 GH présentent un fold change supérieur à 16, parmi celle-ci on 

observe que la GH32 prédomine, les trois GH32 les plus exprimées ont des fold change 

supérieurs à 180. Les autres GH fortement exprimées n’avaient pas été prédites a priori (GH76, 

GH92 GH78, GH158 et GH38). Ces données montrent que la GH92 fait partie du top CAZymes 

pour nos trois souches de Bacteroides. Une des activités enzymatiques connue de cette 

glycoside hydrolase est l’α-1,6-mannosidase (EC 3.2.1.-) (Annexe, tableau 13). La GH76 quant 

à elle est capable de réaliser des fonctions d’α-glucosidase (EC 3.2.1.20) (Annexe, tableau 13). 

Parmi les GH fortement exprimées on retrouve la GH95, une activité d’α-galactosidase 

(EC.3.2.1.-) est renseignée sur la base de données CAZY.  Cependant elle n’a pu être prédite car 

l’annotation ne spécifie pas précisément qu’elle est capable d’hydrolyser la liaisons α(1-6) 

(Tableau 13). 

Chez les Actinobacteria et les Firmicutes de notre sélection, on observe que des sous 

familles de la GH13 sont fortement exprimées. On observe cependant des différences entre les 

espèces au sein du même phylum. Chez les Actinobacteria on retrouve un fold change de 6 

pour B. catenulatum et de 39 pour B. adolescentis pour la GH13_18. Chez les Firmicutes, la 

GH13_4 est fortement exprimée (FC=11), alors qu’on retrouve la GH13_18 chez E. rectale et R. 

intestinalis avec des fold change de 13 et 6, respectivement. R. intestinalis exprime plus 

fortement la sous famille GH13_31 (FC=8). La famille GH13 est la principale famille de glycoside 

hydrolases agissant sur des substrats contenant des liaisons α-glucoside (EC 3.2.10 et EC 3.2.20) 

(Stam et al., 2006, p. 13). Quant aux GH prédites a priori on retrouve la GH32 et la GH36 

(spécifique de la liaison glucose-galactose).  

Dans l’ensemble la prédiction est efficace puisque toutes les GH prédites ont été retrouvées 

dans les top 100 des gènes les plus exprimés (excepté pour B. adolescentis).  
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Figure 29 : CAZymes présentes dans le top 100 des gènes exprimés chez les Bacteroides 

Chaque ligne représente une CAZymes, la première colonne donne la nature de la CAZyme, en rouge ce 

sont les GH. La seconde colonne indique la valeur du log2 de fold change comparé à la condition 

glucose. Enfin la dernière colonne indique pour les GH, si elles avaient été ou non prédites, sur la base 

de la correspondance entre leurs fonctions et la composition du raffinose.  
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Figure 30 : CAZymes présentes dans le top 100 des gènes exprimés chez les Bifidobacteria et les 

Firmicutes 

Chaque ligne représente une CAZymes, la première colonne donne la nature de la CAZyme, en rouge ce 

sont les GH. La seconde colonne indique la valeur du log2 de fold change comparé à la condition 

glucose. Enfin la dernière colonne indique pour les GH, si elles avaient été ou non prédites, sur la base 

de la correspondance entre leurs fonctions et la composition du raffinose. 
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B. L’environnement des top CAZymes 

Le terme CGC (Carbohydrate Gene Clusters) a été défini pour décrire les groupes de gènes 

contenant des CAZymes physiquement liées dans les génomes microbiens. Outre les CAZymes, 

les CGC doivent inclure au moins un des trois types de gènes distinctifs suivants : les 

transporteurs (TC), les protéines de transduction du signal (STP) et les facteurs de transcription 

(TF) (J. Zheng et al., 2022). Ces différentes protéines et enzymes collaborent pour former un 

système intégré de traitement et de transport du substrat, ce qui favorise une dégradation 

efficace des glucides complexes. Bien que les PUL été initialement identifiés chez les 

Bacteroidetes ils sont également présents chez d'autres bactéries Gram-positives, tels que les 

Firmicutes et les Actinobacteria. Ces bactéries utilisent plutôt des transporteurs ABC et des 

protéines de liaison au substrat (SBP) à la place du système SusC/D (J. Zheng et al., 2022).  

Dans cette partie nous nous intéressons aux CGC des CAZymes du top 100, préalablement 

identifiées. Les données recueillies ont été organisées en trois colonnes principales. La première 

colonne correspond à l'identifiant du CGC, la deuxième colonne représente la valeur du fold 

change, qui traduit l'expression différentielle en raffinose par rapport à une condition de 

référence (glucose), et la troisième colonne indique le type de protéine codée par le gène 

(Figure 31). 

Nos résultats mettent en évidence une co-expression significative de certaines Glycoside 

Hydrolases, parmi les plus exprimées, avec d'autres types de gènes. Plus précisément, nous 

observons une corrélation forte avec les gènes codant pour des récepteurs de type TonB et 

des transporteurs de la famille SusD (Figure 31A). Ces interactions suggèrent un potentiel rôle 

synergique entre ces gènes dans l'optimisation du métabolisme de B. xylanisolvens lors de la 

dégradation du raffinose. Cette observation renforce la notion que l'expression des GH n'est 

pas un processus isolé, mais fait plutôt partie d'un système intégré impliquant un éventail de 

protéines, travaillant ensemble pour faciliter l'assimilation efficace de divers substrats 

glucidiques. 

Dans le cas de Bacteroides thetaiotaomicron, nous avons également observé une forte co-

expression entre certaines GH les plus exprimées et les gènes codant pour des récepteurs de 

type TonB et des transporteurs de la famille SusD (Figure 31B). De plus, un CGC particulier 

contenant une proportion importante de glycosyltransférases a attiré notre attention. Les 

glycosyltransférases sont des enzymes qui catalysent le transfert de résidus sucrés d'un 
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donneur d'activateurs de sucres à des accepteurs de sucres ou à d'autres molécules. Cette 

capacité à synthétiser des glycoconjugués pourrait être importante pour la bactérie pour 

adapter son profil de surface à des conditions environnementales changeantes, ou pour 

produire des molécules bioactives spécifiques. 

Enfin, pour Bacteroides uniformis, un CGC contenant une grande diversité de GH a été 

identifié (Figure 31C). Cela suggère que B. uniformis a la capacité de dégrader une large gamme 

de substrats glucidiques, ce qui pourrait être crucial pour sa survie dans des environnements 

où les sources de nourriture sont diversifiées. Cela pourrait aussi refléter une fonction plus 

généraliste de cette souche, qui pourrait être capable de dégrader de nombreux types de 

glucides complexes en réponse à l'évolution des conditions environnementales. 

Dans l'ensemble, l'expression des gènes liés au métabolisme des glucides dans ces 

bactéries semble être régulée par des facteurs de transcription spécifiques, comme le type LytR 

et les facteurs sigma. Le facteur de transcription LytR est connu pour être impliqué dans la 

régulation de la synthèse de la paroi cellulaire, tandis que les facteurs sigma permettent 

l'initiation de la transcription de l’ensemble du complexe CGC. La présence de ces facteurs de 

transcription dans les CGC suggère qu'ils pourraient jouer un rôle clé dans l'optimisation de 

l'utilisation du raffinose, en ajustant l'expression des gènes appropriés en fonction des 

conditions environnementales et de la disponibilité des substrats.
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Figure 31 : Heatmap représentant chez les Bacteroidetes, l’environnement génétique (CGC) des 

CAZymes appartenant au top 100 des gènes différentiellement surexprimés 

L’expression différentielle (fold change) de gènes au sein des CGC chez Bacteroides xylanisolvens (A), 

Bacteroides thetaiotaomicron (B) et Bacteroides uniformis (C). La première colonne donne l’identifiant du 

CGC (DBCAN2), la deuxième donne la valeur du fold change (log2) et la dernière renseigne le type de 

protéines codées par les gènes. CE : carbohydrate esterases, GH : glycoside hydrolase, GT : 

glycosyltransférases, PL : polysaccharide lyases, STP : protéine de transduction du signal, TC : 

transporteurs, TF : facteur de transcription. 
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Les résultats de l’environnement des GH concernant Bifidobacterium catenulatum montrent 

une concentration importante de transporteurs de type ABC (Figure 32A). Ces transporteurs 

sont essentiels pour l'assimilation de nombreux nutriments et jouent un rôle clé dans les 

fonctions de survie cellulaire. L'abondance de ces transporteurs suggère que B. catenulatum a 

développé une stratégie d'absorption efficace pour maximiser l'utilisation des nutriments 

disponibles dans son environnement, ce qui pourrait constituer un avantage compétitif pour 

l’absorption du raffinose (Ejby et al., 2016). 

En outre, nous avons observé une concentration notable de facteurs de transcription de type 

Lac. Ils sont généralement associés à l'absorption et au métabolisme des glucides, ce qui 

suggère une stratégie d'adaptation métabolique. La présence abondante de ces facteurs de 

transcription dans le génome de Bifidobacterium catenulatum pourrait offrir à l'organisme la 

flexibilité nécessaire pour moduler rapidement et efficacement son métabolisme en réponse 

aux fluctuations de l'apport en glucides. Cela peut être particulièrement pertinent dans un 

contexte intestinal où l'apport en nutriments peut varier en fonction du régime alimentaire de 

l'hôte (Lanigan et al., 2019). 

La capacité d'adaptation pourrait également conférer à Bifidobacterium catenulatum un 

avantage compétitif par rapport à d'autres organismes du microbiote intestinal. Cette capacité 

à ajuster son métabolisme de manière dynamique et à utiliser une gamme diversifiée de 

glucides pourrait être un facteur clé de sa survie et de sa croissance. 

Concernant Bifidobacterium adolescentis, seuls 3 CGC sont représentés, mais si on explore 

l’ensemble des CGC qui contiennent des CAZymes surexprimés d’une valeur de fold change 

égal à 2, on s’aperçoit de nombreux points communs avec B. catenulatum (Annexe, figure 51). 

Les ressemblances observées entre ces deux espèces de Bifidobacterium peuvent être 

attribuées à des régulons universels qui régulent le métabolisme central des glucides, ainsi 

qu'à des régulateurs spécifiques partagés. Par exemple, les régulateurs de la famille LacI et 

TetR, ainsi que les paralogues des répresseurs RbsR et MalR, qui sont présents dans les deux 

espèces, co-régulent un large éventail de gènes impliqués dans l'utilisation des glucides et des 

nucléosides. Ces régulons communs représentent un noyau de régulation génétique essentiel 

pour le métabolisme des glucides chez les Bifidobacterium, tout en permettant une certaine 

diversité en fonction des voies cataboliques spécifiques disponibles pour chaque espèce 

(Lanigan et al., 2019).
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Figure 32 : Heatmap représentant chez les Actinobacteria, l’environnement génétique (CGC) des 

CAZymes appartenant au top 100 des gènes différentiellement surexprimés 

L’expression différentielle (fold change) de gènes au sein des CGC chez Bifidobacterium catenulatum (A) 

et Bifidobacterium adolescentis (B). La première colonne donne l’identifiant du CGC (DBCAN2), la 

deuxième donne la valeur du fold change (log2) et la dernière renseigne le type de protéines codées par 

les gènes. CE : carbohydrate esterases, GH : glycoside hydrolase, GT : glycosyltransférases, PL : 

polysaccharide lyases, STP : protéine de transduction du signal, TC : transporteurs, TF : facteur de 

transcription. 
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Chez les Firmicutes étudiées, on observe également une abondance de transporteurs 

de type ABC conjointement exprimés avec les CAZymes (Figure 33). Ces transporteurs jouent 

un rôle crucial dans l'absorption des hexoses et des oligosaccharides à partir de l'alimentation 

de l'hôte. Cette capacité à transporter spécifiquement différents glucides leur permet une 

adaptation fine et une utilisation efficace des nutriments disponibles, ce qui pourrait avoir des 

implications significatives pour leur rôle dans le microbiote intestinal (Vacca et al., 2020). Les 

Firmicutes, en utilisant des transporteurs ABC non redondants, sont capables spécifiquement 

d'assimiler une gamme diversifiée de substrats glucidiques issus de la dégradation des 

glycanes (Cerisy et al., 2019). 

La présence d'un régulateur transcriptionnel de type LacI dans l’environnement génétique 

des CAZymes suggère une coordination fine de l'absorption et de la dégradation des glucides, 

permettant à ces bactéries d'ajuster leur métabolisme en fonction de la disponibilité des 

substrats. Cela peut fournir un avantage compétitif à ces organismes pour dégrader le raffinose 

dans l'environnement intestinal où la concurrence pour les nutriments est élevée (Cervera-

Tison et al., 2012). 

Malgré les différences spécifiques dans la nature et l'organisation des gènes impliqués dans 

la dégradation et le transport du raffinose entre les Bacteroides, les Actinobacteria et les 

Firmicutes, ces bactéries partagent un schéma général de coordination de ces processus. Elles 

disposent toutes de CAZymes, qui dégradent les sucres complexes comme le raffinose en 

composants plus petits, de transporteurs, qui facilitent l'importation de ces composants dans 

la cellule, et de facteurs de transcription, qui orchestrent l'expression de ces gènes en fonction 

des besoins et des disponibilités.  

Cela souligne l'importance d'un métabolisme glucidique régulé et flexible pour la survie et 

le succès de ces bactéries dans l'environnement concurrentiel du microbiote intestinal. Ces 

systèmes coordonnés leur permettent d'ajuster rapidement leur réponse métabolique en 

fonction de la disponibilité de nutriments spécifiques tels que le raffinose, ce qui peut offrir un 

avantage compétitif dans leur écosystème. 
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Figure 33 : Heatmap représentant chez les Firmicutes, l’environnement génétique (CGC) des CAZymes appartenant au top 100 des gènes 

différentiellement surexprimés 

L’expression différentielle (fold change) de gènes au sein des CGC chez Eubacterium rectale (A), Roseburia intestinalis (B) et Subdoligranulum variabile (C). La 

première colonne donne l’identifiant du CGC (DBCAN2), la deuxième donne la valeur du fold change (log2) et la dernière renseigne le type de protéines codées 

par les gènes. CE : carbohydrate esterases, GH : glycoside hydrolase, GT : glycosyltransférases, PL : polysaccharide lyases, STP : protéine de transduction du signal, 

TC : transporteurs, TF : facteur de transcription. 
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2. La production des métabolites en présence d’α-

galactooligosaccharides 

Les activités métaboliques résultant des interactions entre les ingrédients alimentaires et 

les bactéries bénéfiques pour la santé ont permis une caractérisation approfondie des effets 

prébiotiques au-delà de la quantification des AGCC. Nous avons testé chez les mêmes huit 

bactéries B. adolescentis, B. catenulatum, B. xylanisolvens, B. thetaiotaomicron, B. uniformis, E. 

rectale, R. intestinalis et S. variabile, la réponse métabolique au raffinose comparé aux 

conditions sans sucre et glucose. Il est important de préciser ici, que la condition RFO extraits 

du partenaire GreenCell a aussi été testée, mais qu’à leur demande les résultats ne sont pas 

présentés dans cette partie.  

 

Figure 34 : Protocole expérimental et résultat global de l’expérience de métabolomique 

(A) Schéma de la stratégie expérimentale et de l'analyse des données métabolomiques. L'étude a été 

réalisée sur les surnageants de huit bactéries bénéfiques pour la santé, appartenant à trois 

embranchements bactériens différents, à savoir les Actinobacteria (B. adolescentis et B. catenulatum), les 

Bacteroidetes (B. uniformis, B. thetaiotaomicron et B. xylanisolvens) et les Firmicutes (E. rectale, R. 

intestinalis et S. variabile). Ces espèces bactériennes ont été cultivées dans deux milieux minimaux (MM), 

chacun supplémenté avec du raffinose, du glucose, ou non supplémenté (sans sucre). Chaque condition 

a été réalisée en 6 réplicats, et l’analyse différentielle a été réalisée en comparant chaque condition au 

milieu minimum sans bactérie correspondant. (B) Résultats des métabolites annotés par la base de 

données propre au CEA, à une base de données publique, ou bien non annotés.  

En utilisant une approche métabolomique LC-MS, notre stratégie expérimentale visait à 

explorer les activités métaboliques de huit bactéries bénéfiques pour la santé en réponse au 

raffinose. en comparaison avec des contrôles appropriés (Figure 34A). Cette technologie 

comprend deux types de conditions chromatographiques (C18 et HILIC) et deux conditions 
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d'ionisation (modes positif et négatif) qui ont permis de cataloguer autant de classes de petits 

composés chimiques que possible (hydrophobes, hydrophiles, chargés négativement et 

chargés positivement). Au total 316 096 composés chimiques ont été séparés, dont 5920 

faisaient partie de la base de données du CEA (Figure 34B). 

A. Mise en évidence de réponses métabolomiques 

spécifiques 

Appliquées aux données métabolomiques globales non ciblées, une analyse discriminante 

par moindres carrés partiels épars (PLS-DA) a été réalisées pour mettre en évidence des 

schémas métabolomiques en fonction de l’appartenance phylogénétique des bactéries, dans 

les conditions raffinose et glucose (Figure 35).  

 

Figure 35 : PLS-DA des bactéries représentées par leur phylum et les conditions glucose et raffinose 

Les échantillons sont projetés dans l'espace et colorés par leur appartenance phylogénétique. Deux 

conditions de supplémentation sont représentées, le glucose par des cercles et le raffinose par des 

triangles.  

Les variables contribuant à la première composante ont permis de séparer les Bacteroidetes 

des deux autres phyla, celles contribuant à la seconde composante de séparer les 

Actinobacteria des Firmicutes (Figure 35). Ce résultat suggère une signature métabolomique 

différente en fonction de l’appartenance phylogénétique, ce qui est en accord avec ce que 

nous avions observé avec la production d’AGCC. L'analyse par PLS-DA de nos données 

métabolomiques a révélé des profils métaboliques distincts selon les conditions 

expérimentales (Figure 36). En particulier, la formation de clusters distincts pour les milieux 
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seuls, sans matériel biologique, et ceux enrichis par des surnageants bactériens après 24 heures 

de culture met en évidence une activité métabolique significative de ces bactéries, caractérisée 

par la production de divers métabolites. Ensuite, une PLS-DA par bactérie a été réalisée pour 

chaque bactérie dans le but de décrire plus précisément les activités métaboliques en présence 

du raffinose, comparé au glucose et à la condition sans sucre. 

Chez les Bacteroidetes (Figure 36A), les différences notables observées entre les conditions 

sans sucre, glucose et raffinose suggèrent que les bactéries engendrent un spectre distinct de 

métabolites en fonction de la supplémentation du milieu de culture. Autrement dit, la 

composition spécifique du milieu de culture influence le profil métabolomique de ces bactéries, 

reflétant leur capacité à s'adapter à différents apports nutritionnels. Notamment, l'isolement 

de la condition sans sucre des conditions sans matériel biologique témoigne d'une activité 

métabolique chez les bactéries même en l'absence de sucre. Comme discuté précédemment 

l’activité protéolytique des Bacteroidetes pourrait expliquer ce résultat. Cela illustre la flexibilité 

métabolique des Bacteroidetes à faire face à divers environnements nutritionnels. Quant à 

Bacteroides uniformis, l'agglomération de la condition sans sucre avec la condition raffinose 

dans l'analyse par PLSDA suggère une incapacité de cette bactérie à métaboliser efficacement 

le raffinose, ou qu'elle privilégie la métabolisation d'autres nutriments. 

Chez les Actinobacteria, l'analyse par PLSDA montre une association distincte de la 

condition sans sucre avec la condition sans matériel biologique, indiquant une activité 

métabolique limitée en l'absence de sucre (Figure 36B). Cette observation suggère une capacité 

restreinte à métaboliser d'autres composants du milieu en l'absence de sucre. Les conditions 

de glucose et de raffinose, bien que toutes deux se distinguent de la condition sans sucre et 

du milieu sans matériel biologique, ne clustérisent pas ensemble pour B. catenulatum. Cette 

observation suggère que B. catenulatum métabolise de manière distincte le glucose et le 

raffinose, produisant des profils métaboliques spécifiques pour chacun d’entre eux. Cette 

observation est moins franche chez B. adolescentis puisque les deux clusters se chevauchent.  
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Figure 36 : PLS-DA des bactéries toutes conditions confondues 

Pour chaque espèce, les Actinobacteria (A), les Bacteroidetes (B) et les Firmicutes (C), les échantillons sont projetés dans l'espace et colorés en fonction des 

différentes conditions testées. Les conditions sans matériel biologiques sont représentées pour mettre en évidence l’impact des surnageants de culture sur la 

composition en métabolites. 
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Concernant les Firmicutes, nos analyses révèlent des profils métaboliques distincts pour S. 

variabile et E. rectale par rapport à R. intestinalis. Pour S. variabile et E. rectale, la condition sans 

sucre se regroupe bien avec les conditions sans matériel biologique, et les conditions de 

glucose et de raffinose sont nettement séparées, ce qui suggère une métabolisation différente 

de ces sucres. Cependant, pour R. intestinalis, nous observons une tendance différente : les 

conditions de glucose et de raffinose ne sont pas clairement séparées, suggérant une 

métabolisation similaire de ces deux sucres par cette bactérie. De plus, la condition sans sucre 

se distingue de la condition sans matériel biologique, indiquant que R. intestinalis est capable 

de métaboliser d'autres composants du milieu en l'absence de sucre. Ces résultats soulignent 

une flexibilité métabolique potentielle chez R. intestinalis qui diffère de celle observée chez S. 

variabile et E. rectale. 

Nos observations suggèrent que le métabolisme des Bacteroidetes, des Actinobacteria et 

des Firmicutes est influencé par la nature de la source de carbone présente dans le milieu de 

culture, avec des adaptations métaboliques spécifiques pour chaque phylum. Cela souligne la 

diversité et la complexité des voies métaboliques au sein du microbiote intestinal, et illustre 

l’adaptation des bactéries à des environnements nutritionnels variables. 

B. Identification de métabolites spécifiquement produits  

Pour mieux caractériser les variations métaboliques spécifiques associées à chaque 

condition, nous avons réalisé une série de heatmaps à partir des métabolites identifiés et 

annotés par la base de données du CEA. Nous avons sélectionné uniquement les métabolites 

présentant un fold change supérieur à 1,5 dans au moins une condition. Chaque heatmap 

correspond à une bactérie spécifique et illustre la variation d'abondance des métabolites, 

comparé au milieu sans bactérie. Nous avons ajouté une information supplémentaire sur 

chaque heatmap pour indiquer si le métabolite était spécifique à l'espèce bactérienne en 

question. Cette analyse nous permet d'identifier des métabolites qui pourraient être 

caractéristiques d’une espèce.  

Pour l’ensemble des bactéries, nous avons observé une forte production de métabolites 

associés au métabolisme des acides aminés et à la synthèse de l'ADN, ce qui confirme la 

croissance active des bactéries mesurée par la variation de densité optique (Annexe, figure 52). 

Parmi les métabolites détectés, un large éventail d'acides aminés, ainsi que des dipeptides, ont 

été identifiés, ce qui suggère une activité intense de synthèse protéique. Parmi les acides 
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aminés essentiels, l'arginine, l’asparagine, l’histidine, la lysine, la valine ont été révélés. D’autres 

acides aminés jouant des rôles de précurseurs de voies de de production énergétique ou de 

molécules de signalisation ont également été mesurés, ce sont sur ces composés là que nous 

nous focaliserons par la suite. Par ailleurs, la présence de nucléotides (adénine, tyrosine, 

guanine, thymine et uracile) seuls ou mono phosphatés souligne une activité intense de 

réplication de l'ADN. Enfin, la présence de métabolites spécifique de métabolisme des sucres 

comme la détection d’hexoses, de glucosamine-6-phosphate et la mesure de disaccharides 

suggère que le sucre ou le raffinose ajouté au milieu de culture sont métabolisés par les 

bactéries. L'acide aconitique, l'acide citraconique, l'acide malique, l'acide isopropylmalique, 

l'acide oxalique et l'acide trans-aconitique sont tous des intermédiaires du métabolisme 

énergétique. Ces résultats soulignent le potentiel du raffinose en tant que source de carbone 

efficace pour la croissance bactérienne et fournissent un aperçu des modifications 

métaboliques associées à cette croissance. 

Métabolites d’intérêt produits par les Actinobacteria 

Chez les deux espèces de Bifidobacterium adolescentis et catenulatum des métabolites 

d’intérêt appartenant au à la voie de biosynthèse du tryptophane ont été détectés (Figure 37). 

Dans l'intestin, les trois principales voies métaboliques du tryptophane, menant à la sérotonine 

(5-hydroxytryptamine), à la kynurénine, et aux dérivés de l'indole, sont sous le contrôle direct 

ou indirect du microbiote (Agus et al., 2018). Chez B. adolescentis, seul l’acide indolelactique a 

été différentiellement produit, tandis que chez B. catenulatum, l’acide indoleacrylique et l’acide 

picolinique étaient associés à l’acide indolelactique. Ces métabolites sont étudiés pour leurs 

propriétés physiologiques, par exemple, il a été rapport que l’acide indolelactique, qui est un 

ligand pour AhR (Alexeev et al., 2018), produit par une Bifidobacterium augmentait l’expression 

du gène cible du récepteur AhR et activait des voies antioxydantes (nrf2, GPX2 et SOD2) (Ehrlich 

et al., 2020). Il pourrait jouer un rôle dans l’atténuation de l’inflammation et la modulation de 

la réponse immunitaire dans le tractus gastro-intestinal (Henrick et al., 2021). L’acide 

indoleacrylique quant à lui a été associé à au maintien de la fonction de la barrière intestinale 

et dans l’atténuation de réponses immunitaires (Wlodarska et al., 2017). Il est intéressant de 

noter qu’il semble être spécifique de B. catenulatum, en effet il n’a pas été détecté chez B. 

adolescentis.   
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Figure 37 : Heatmap représentant les métabolites annotés et différentiellement produits chez les 

Actinobacteria 

Pour B. adolescentis (A) et B. catenulatum (B), la production de métabolites en présence des trois 

conditions de supplémentation est représentée par le log2 de fold change comparée aux conditions 

sans matériel biologique. La première ligne indique si les métabolites sont communs aux deux espèces 

ou non. Les flèches indiquent les métabolites identifiés comme pertinents pour la santé.  
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Enfin, l’acide picolinique est un sous-produit de la voie de la kynurénine. En tant que 

molécule chélatante, il est capable de lier et d'inactiver les ions métalliques essentiels pour le 

fonctionnement des microorganismes pathogènes, ce qui lui confère des propriétés 

antimicrobiennes, antivirales et antifongiques (Gao et al., 2020). Il a aussi été rapporté une 

activité immunomudulatrice des macrophages, via l'augmentation de l'expression du gène de 

l'oxyde nitrique synthase (NOS), induite par l'interféron-gamma (IFN-γ), et la stimulation de 

l'expression des protéines inflammatoires des macrophages 1α et 1β (Gao et al., 2020).  

La détection de la taurine parmi les métabolites produits par les Actinobacteria est notable, 

compte tenu de son implication dans la régulation du microbiote intestinal et l'homéostasie 

(Qian et al., 2023). Cette observation suggère un possible mécanisme par lequel ces bactéries 

peuvent influencer positivement la santé intestinale.  

La N8-acétylspermidine, un précurseur de la spermidine a aussi été mesurée dans les 

conditions de supplémentation en glucose et en raffinose. Ils font partie des principales 

polyamines qui sont de petites molécules poly cationiques dotées de nombreuses fonctions 

biologiques, notamment la régulation des gènes, la résistance au stress, la prolifération et la 

différenciation cellulaires (Igarashi & Kashiwagi, 2010). Le microbiote est considéré comme le 

principal responsable du taux de spermidine dans la partie basse de l'intestin (Matsumoto & 

Benno, 2007).  

Métabolites d’intérêt produits par les Bacteroidetes 

Comme chez les Actinobacteria, l’acide indolelactique a été retrouvé parmi les métabolites 

différentiellement produits chez les Bacteroides (Figure 38). 

L’adénosylcystéine et l’homocystine sont des précurseurs de l’homocystéine qui est un 

acide aminé non protéinogène. Il est un point de contrôle métabolique clé dans le cycle de la 

méthionine, une voie importante impliquée dans plusieurs processus cellulaires, comprenant 

la méthylation de l'ADN et la synthèse de protéines (J. Liu et al., 2021).  

Parmi les métabolites identifiés chez les Bacteroides, l’acide ϒ-aminobutyrique (GABA) et 

certains de ses précurseurs, l’acide acetamidobutanoïque et l’agmatine (Figure 38). Le GABA 

est le principal neurotransmetteur inhibiteur du système nerveux central chez les mammifères. 

96% des souches de Bacteroides isolées chez l’homme contiennent un système de production 

de GABA (Otaru et al., 2021). Il a été suggéré que le GABA pourrait jouer un rôle dans la 
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régulation du microbiote, en particulier en aidant les bactéries du genre Bacteroides à résister 

au stress acide (Otaru et al., 2021). L'intérêt pour ce métabolite réside également dans ses effets 

sur le système nerveux. Même si le GABA ne peut pas franchir la barrière hémato-encéphalique, 

il pourrait avoir une action locale sur le système nerveux entérique ou sur le nerf vague. 

Cependant, ces effets sur l'activité motrice et sécrétoire dépendent de l'activation des 

récepteurs GABAergiques (Auteri et al., 2015). L'influence modulatrice du GABA pourrait avoir 

un impact notable sur la motilité gastro-intestinale, de l'estomac à l'iléon. Le rôle du GABA est 

particulièrement important dans la partie finale du tractus gastro-intestinal, à savoir le côlon, 

où son influence sur les neurones entériques peut moduler le réflexe péristaltique (Auteri et 

al., 2015). Le GABA pourrait également jouer un rôle dans la modulation de l'activité du système 

immunitaire. En effet, les récepteurs du GABA ont été identifiés sur les cellules dendritiques, 

les macrophages et les lymphocytes T, qui possèdent tous l'appareil métabolique nécessaire à 

la production de GABA (Jin et al., 2013). C’est principalement pour B. xylanisolvens dans les 

conditions raffinose et glucose que les concentrations de GABA les plus élevées ont été 

mesurées (Figure 38C). 

De manière intéressante, nous avons constaté une légère hausse de riboflavine chez nos 

trois bactéries du genre Bacteroides. La riboflavine est une vitamine B qui participe aux 

réactions de production d'énergie dans les métabolismes des glucides, des lipides et des 

protéines (Sriram et al., 2012). La concentration sanguine de riboflavine a été corrélée avec la 

diversité bactérienne du microbiote (L. Li et al., 2017). 

Métabolites d’intérêt produits par les Firmicutes 

Parmi les Firmicutes, on constate une production importante d'acide lactique, qui atteste 

d'une activité de fermentation en présence de raffinose et de glucose. Cependant, parmi les 

métabolites identifiés selon la base de données du CEA et produits de manière différentielle, 

seule la taurine, produite par S. variabile et R. intestinalis, pourrait avoir un effet pertinent pour 

la physiologie de l'hôte (Figure 39B et C).
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Figure 38 Heatmap représentant les métabolites annotés et différentiellement produits chez les 

Bacteroidetes 

Pour B. thetaiotaomicron (A), B. uniformis (B) et B. xylanisolvens (C), la production de métabolites en 

présence des trois conditions de supplémentation est représentée par le log2 de fold change comparée 

aux conditions sans matériel biologique. La première ligne indique si les métabolites sont communs aux 

deux espèces ou non. Les flèches indiquent les métabolites identifiés comme pertinents pour la santé. 
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Figure 39 : Heatmap représentant les métabolites annotés et différentiellement produits chez les 

Firmicutes 

Pour E. rectale (A), R. intestinalis (B) et S. variabile (C), la production de métabolites en présence des trois 

conditions de supplémentation est représentée par le log2 de fold change comparée aux conditions 

sans matériel biologique. La première ligne indique si les métabolites sont communs aux deux espèces 

ou non. Les flèches indiquent les métabolites identifiés comme pertinents pour la santé. 
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IV. DISCUSSION 

Utilisation de la structure biochimique du raffinose pour la prédiction des CAZymes 

En se basant sur la structure biochimique du raffinose, nous avons réussi à identifier les 

CAZymes spécifiquement impliquées dans la dégradation de ses liaisons osidiques. La présence 

de ces enzymes, codées par des gènes parmi les plus exprimés pour huit bactéries bénéfiques 

pour la santé, confirme la pertinence de notre méthode prédictive. L'efficacité de cette stratégie 

présage de nouvelles possibilités pour une identification systématique des bactéries capables 

de décomposer certaines fibres spécifiques au sein du microbiote. Toutefois, nos résultats ont 

été limités par la qualité des annotations de nos génomes bactériens et des fonctions des 

CAZymes enregistrées sur la base de données. Cette limite peut être illustrée par la présence 

de la GH95 dans le top 100 des gènes différentiellement exprimés. Bien qu’une activité α-

galactosidase était répertoriée, la réaction EC 3.1.2.22 n’était pas précisée, ce qui ne nous a pas 

permis de prédire a priori sa capacité à dégrader le raffinose. Une prédiction efficace pourrait 

permettre de discerner quels gènes et enzymes seront spécifiquement sollicités pour une fibre 

alimentaire donnée. Par conséquent cette stratégie pourrait être utile pour prédire des 

biomarqueurs et évaluer la capacité d’un microbiote à dégrader une fibre alimentaire 

caractérisée biochimiquement. En définitive, ces avancées pourraient guider l'élaboration 

d'interventions alimentaires ciblées visant à moduler le microbiote pour obtenir des bénéfices 

santé spécifiques (Kok et al., 2023). 

Aperçu du transcriptome de huit bactéries d’intérêt en présence de raffinose 

L’utilisation de DBCAN pour regrouper les gènes qui constituent la machinerie de 

dégradation des sucres CGC a été efficace pour nos huit bactéries d’intérêt. Nous avons validé 

la qualité de l’annotation en explorant l’environnement des CGC annotés à 5000 paires de 

bases en amont et en aval (données non présentées). Aucun gène codant pour des CAZymes 

ou autres gènes de la machinerie de dégradation de glycane n’ont été observés pour les 

Firmicutes et les Actinobacteria. D’autre part, cette exploration nous a permis de constater 

qu’aucun gène n’était corrégulé avec nos clusters CGC. Chez les Bacteroidetes, l’annotation des 

clusters était moins performante que celle réalisée avec la base de données PULDB, parfois, 

plusieurs CGC (DBCAN) forment un seul PUL (PULDB). Malheureusement PULDB ne permet pas 
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d’annoter les autres phyla, nous avons donc opté pour la méthode CGC qui nous permettait 

d’utiliser le même outil pour toutes nos bactéries. 

Concernant l’expression des gènes, il est intéressant de noter que les profils 

transcriptomiques ont mis en évidence des groupes de gènes exprimés de manière 

différentielle. Les espèces de Bacteroidetes activent la transcription d'enzymes, y compris les 

CAZymes, les transporteurs de type susC-susD et les facteurs de transcription. Cet arsenal 

d'enzymes rappelle la structure archétypale des PUL impliquées dans la machinerie d'utilisation 

des hydrates de carbone (Bedu-Ferrari et al., 2022; Martens et al., 2011). En comparaison, les 

espèces de Firmicutes et d’Actinobacteria ont particulièrement activé le groupe de gènes 

codant pour les facteurs de transcription LacI, les CAZymes et les transporteurs ABC (ATP-

binding cassette), PTS (phosphotransferase system), et MFS (major facilitator superfamily), 

suggérant les éléments structurels des PUL gram-positif (Bedu-Ferrari et al., 2022; Sheridan et 

al., 2016). Ces différences sont illustrées par les figures supplémentaires qui mettent en 

évidence les différents transporteurs (Annexe, Figure 53) et facteurs de transcription 

(Annexe,Figure 54) pour nos huit espèces. Notre étude apporte des preuves moléculaires de la 

coordination transcriptionnelle des stratégies d'acquisition des nutriments chez les 

Bacteroidetes, les Firmicutes et les Actinobacteria. 

Etablissement de profils métabolomiques spécifiques en fonction de la phylogénie 

bactérienne 

Le microbiome intestinal contribue à la physiologie de l'hôte par la production d'une 

grande diversité de métabolites. L’analyse multivariée PLS-DA réalisée pour comparer les 

réponses métabolomiques des phyla a révélé une séparation dans l’espace. Cela suggère un 

profil métabolomique différent sur la simple base de l’appartenance phylogénétique des 

bactéries. Ces analyses confortent ce que l’on avait observé sur la production des AGCC qui 

était elle aussi spécifique en fonction du phylum. Pour chaque bactérie, en réponse à leur 

environnement nutritionnel, les métabolites microbiens ont été modifiés de manière 

différentielle. La supplémentation du milieu de culture en raffinose a entraîné un large éventail 

de changements dans le métabolisme bactérien. Concernant les espèces Bacteroidetes, nous 

avons observé une forte capacité à dégrader les nutriments du milieu minimum non 

supplémenté, ce qui corrobore avec les mesures des paramètres de croissance et de 

fermentation précédentes. Cette activité protéolytique des Bacteroides semble utiliser des voies 
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métaboliques différentes que celles utilisées lors de la dégradation du glucose et du raffinose. 

Pour les espèces d’Actinobacteria on a constaté des profils métaboliques qui se distinguent 

des conditions contrôle, ce qui montre une activité métabolique en présence du raffinose. Pour 

les bactéries Firmicutes, nous n'avons pas observé de production significative de métabolites 

lors de la comparaison entre les conditions non inoculées et non supplémentées pour S. 

variabile et E. rectale. Toutefois, l'introduction du raffinose a entraîné une intensification 

notable de l'activité métabolique pour R. intestinalis et S. variabile, comme le démontrent leurs 

profils distincts sur la première dimension par rapport aux contrôles négatifs. Par contre, 

l'activité de fermentation d'E. rectale en présence de raffinose semble moins prononcée, ce qui 

est en adéquation avec les mesures de croissance et de fermentation relativement faibles 

obtenues pour cette bactérie. Même au sein du même phylum, des variations notables ont été 

constatées. E. rectale a montré une réponse plus faible à la stimulation par le raffinose, tandis 

que le profil de dégradation de R. intestinalis indique un spectre catabolique potentiellement 

plus large. 

Les profils métabolomiques de chaque bactérie reflètent l'adaptation à des concentrations 

élevées de glycanes dans le milieu. L'impact net de l'environnement sur chaque espèce isolée 

a révélé des caractéristiques métaboliques appauvries et sécrétées pour des ressources en 

carbone spécifiques. Conformément à nos résultats précédents, les activités de 

l'embranchement des Bacteroidetes semblent être particulièrement stimulées par rapport à 

celles de l'embranchement des Firmicutes. Cela est probablement en corrélation avec 

l'expression de leurs répertoires respectifs de gènes codant pour des CAZymes. En particulier, 

la production de métabolites microbiens est déterminée par une combinaison de la 

disponibilité du substrat alimentaire (Gill et al., 2021). 

Identification de métabolites d'intérêt pour la santé  

Les métabolites produits par les bactéries du microbiote exercent leurs effets en tant que 

molécules de signalisation et substrats pour les réactions métaboliques (Krautkramer et al., 

2020). Au-delà de la production d'acides gras à chaine courte, on sait peu de choses sur les 

métabolites générés par les huit bactéries intestinales étudiées, dont certains peuvent être 

bénéfiques pour la physiologie humaine. L'identification de molécules microbiennes 

spécifiques peut être à l'origine d'effets physiologiques sur l'hôte, ce qui peut être intéressant 
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pour une application ultérieure à la pratique clinique et/ou aux stratégies d'intervention 

nutritionnelles (Clavel et al., 2022). 

Dans notre étude, nous avons noté la production de métabolites issus de la voie du 

tryptophane, plus particulièrement pour l'espèce B. catenulatum. De même, la production de 

GABA a été détectée chez les espèces de Bacteroidetes. Nous avons également relevé la 

présence d'autres métabolites, tels que la taurine, la vitamine B2 (ou riboflavine), et des 

composés issus de la voie de la méthionine. Bien que leur production n'ait pas nécessairement 

été plus élevée lors de la supplémentation en raffinose, la présence de ces métabolites renforce 

l'idée du potentiel impact positif de ces bactéries sur la santé. En revanche, pour les espèces 

de Firmicutes, aucun métabolite annoté et différentiellement exprimé n'a suscité un intérêt 

particulier. Cela pourrait être dû à la faible quantité de métabolites annotés dans notre 

ensemble de données, limitant ainsi notre capacité à identifier des métabolites d'intérêt 

potentiel. 

Il est important de noter que l'annotation computationnelle des métabolites reste un 

goulot d'étranglement majeur dans la métabolomique LC-MS non ciblée (Verdegem et al., 

2016). Il reste encore beaucoup à faire pour caractériser les métaboliques inconnues et leurs 

effets physiologiques. Cependant, les métabolites annotés rapportés pour chaque bactérie 

fournissent des informations permettant de clarifier davantage les mécanismes biologiques de 

base qui sous-tendent les effets des prébiotiques. 

Intégration de données pour une recherche future : ouverture et perspectives 

L'intégration de données métabolomiques et transcriptomiques a le potentiel d'élargir 

notre compréhension des réseaux métaboliques complexes dans les organismes microbiens. 

L'interaction des différentes données peut dévoiler des connexions entre les gènes exprimés 

et les métabolites produits, offrant une vision plus détaillée des voies métaboliques actives. 

Par exemple, dans nos observations, nous avons noté la présence de glycosyltransférases 

fortement exprimées en transcriptomique, conjuguées à la présence de métabolites 

intermédiaires réactionnels des réactions enzymatiques de transfert de groupes de sucre dans 

les données métabolomiques. Parallèlement, nous avons constaté une concentration élevée de 

stachyose dans notre milieu de culture, malgré le fait que le substrat de départ était le raffinose. 

Nous pourrions émettre l’hypothèse suivante, guidées par l'expression de certaines 
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glycosyltransférases, ces bactéries pourraient transformer le raffinose en stachyose. Cette 

hypothèse est renforcée par la présence de l'Uridine Diphosphate Galactose (UDP-Galactose), 

un intermédiaire clé dans le métabolisme des sucres, parmi les métabolites produits. 

Cette transformation pourrait s’inscrire dans une stratégie d'optimisation des ressources, 

permettant à ces bactéries de stocker de l'énergie, ou pourrait aider les bactéries à moduler 

leur environnement d'une manière qui favorise leur survie ou leur croissance.  

Il est important de noter que ces interprétations ne sont que des hypothèses qui 

nécessitent des investigations plus approfondies pour être confirmées. Cependant, ce cas 

souligne comment l'intégration de données métabolomiques et transcriptomiques peut nous 

aider à générer de nouvelles hypothèses, enrichir notre compréhension des réseaux 

métaboliques, et éventuellement révéler des voies métaboliques qui auraient pu être 

manquées en examinant ces ensembles de données séparément.  

Précédemment nous avions indiqué que le pH était un marqueur utile pour l’évaluation du 

potentiel prébiotique d’un composé alimentaire. Ici, les résultats suggèrent qu’au-delà du pH 

des métabolites peuvent constituer des biomarqueurs pertinents pour l’évaluation de l’effet 

prébiotique. L'application de la métabolomique pour identifier des biomarqueurs est une 

première approche intéressante pour comprendre les effets prébiotiques des ingrédients 

alimentaires. 

V. CONCLUSION  

L'analyse prédictive, réalisée en confrontant les caractéristiques intrinsèques des enzymes 

et des génomes bactériens, a démontré une prédiction fiable de la capacité de nos bactéries 

sélectionnées à dégrader le raffinose. Cette approche offre une piste prometteuse pour évaluer 

les capacités de dégradation d’autres fibres prébiotiques dans les métagénomes. Au cours de 

l'exploration transcriptomique de notre sélection bactérienne en présence de raffinose, nous 

avons observé une coordination marquée des gènes impliqués dans le traitement et la 

dégradation de ce sucre. Progressant vers l'analyse métabolomique, l'identification de 

molécules microbiennes spécifiques a révélé le potentiel d'obtenir des informations sur les 

effets bénéfiques pour l'hôte. Cependant, une exploration plus approfondie est nécessaire pour 

les métabolites produits par ces bactéries, qui peuvent influencer la physiologie de l'hôte, avec 
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d'éventuels effets locaux ou systémiques supplémentaires. Comme nous l’avions observé lors 

de l’analyse des paramètres de croissance et de fermentation, les analyses transcriptomique et 

métabolomique ont révélé des signatures spécifiques aux phyla bactériens. L'interprétation 

conjointe de ces données pourrait donc permettre une meilleure compréhension des voies 

biologiques exploitées par notre sélection de bactéries.
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Chapitre V. EXPLORATION DE LA 

DYNAMIQUE DE CONSORTIA BACTERIENS EN 

PRESENCE DES PREBIOTIQUES  

Les travaux présentés dans ce chapitre découlent d’une collaboration avec François Deslandes 

et Béatrice Laroche de l’unité MAIAGE. La mise en place de la stratégie expérimentale a été 

réalisée en collaboration avec Cassandre Bedu-Ferrari (Micalis, INRAe). Les expériences de co-

cultures ont été réalisées avec l’aide de Frédéric Pepke qui a développé la méthode d’analyse des 

échantillons en GC-MS.  

I. INTRODUCTION 

L’alimentation fait partie des facteurs qui déterminent la capacité de différents micro-

organismes à coexister dans l’écosystème intestinal. Les fibres non digestibles par l’homme 

peuvent influencer les activités métaboliques des bactéries intestinales clés pour la santé, ce 

qui entraine la production de métabolites bénéfiques pour l’écosystème intestinal et 

l’organisme. Ces ingrédients aux effets prébiotiques peuvent moduler la composition du 

microbiome intestinal et améliorer la santé humaine (Roberfroid et al., 2010). Cependant, 

l'application d'une telle stratégie nutritionnelle implique de déchiffrer les interactions entre les 

prébiotiques, les microbes intestinaux et l'hôte.  

Les avancées récentes dans le domaine du microbiome ont mis en évidence l'importance 

des activités métaboliques des communautés microbiennes intestinales pour la santé et le 

bien-être de l'hôte. L'une des principales fonctions digestives du microbiome intestinal consiste 

à transformer les substrats alimentaires complexes en nutriments et en sous-produits de 

fermentation qui sont des métabolites déterminants (Krautkramer et al., 2020; Lozupone et al., 

2012). La dynamique des communautés microbiennes est largement influencée par les 

interactions entre l'hôte et les glycanes non digestibles dans le tractus gastro-intestinal 

supérieur. Assurant les fonctions digestives de l'hôte, la stabilité du microbiome intestinal est 
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le résultat d'interactions trophiques coopératives et compétitives entre diverses espèces 

microbiennes opérant à de multiples échelles temporelles et spatiales au niveau de la 

communauté, ce qui ne pourrait pas être réalisé par une population monospécifique unique 

(Gralka et al., 2020). Alors que la compétition écologique est prévalente dans les communautés 

microbiennes naturelles, on suppose que les réseaux coopératifs maximisent le 

fonctionnement des communautés bactériennes stables (Coyte et al., 2015). Bien que les 

bactéries soient fondamentalement en compétition pour les nutriments, un sous-produit ou 

un produit final d'une souche peut être la source d'énergie préférée ou une source de 

nutriments essentiels pour une autre souche. Les préférences nutritionnelles entre les bactéries 

donnent souvent lieu à des relations complexes d'alimentation croisée (C. Smith et al., 2020). 

La population devrait converger vers une seule espèce ayant la plus grande aptitude à survivre 

sur cette ressource, ce qui entraîne des mécanismes de concurrence entre les microbes, dont 

les capacités métaboliques se chevauchent pour utiliser les sources de carbone (Goldford et 

al., 2018). Ainsi, dans l'environnement intestinal, une concurrence intense et une coopération 

impressionnante ont conduit à une variété de stratégies pour métaboliser les glycanes 

alimentaires et ceux produits par l'hôte (Glowacki & Martens, 2021).  

Parmi ces stratégies, le « Metabolic cross-feeding » et le « substrate cross-feeding » sont 

deux mécanismes de coopération.  

L’alimentation croisée dite métabolique consiste en l'utilisation de produits finaux issus du 

métabolisme d’un microorganisme utilisé par un autre. Par exemple, certains métabolites du 

métabolisme intermédiaire peuvent subir d’autres transformations biochimiques, c’est le cas 

du lactate et de l’acétate. Ces deux métabolites servent de substrats dans les voies 

métaboliques pour la production de butyrate chez les membres du genre Clostridium (Rios-

Covian et al., 2015; Rivière et al., 2016; Shen et al., 1996). Ce mécanisme a été démontré in vivo 

en utilisant des isotopes stables d'acétate, de propionate et de butyrate perfusés dans le 

caecum de souris (den Besten, Lange, et al., 2013). Cette étude a mis en évidence que 

l’alimentation croisée métabolique s'est produite principalement de l'acétate au butyrate, dans 

une moindre mesure entre le butyrate et le propionate et enfin qu’il n’existait presque aucun 

flux métabolique entre le propionate et l'acétate (den Besten, Lange, et al., 2013). La prédiction 

des flux métaboliques entre F. prausnitzii A2-165 et B. adolescentis L2-32 en co-culture a été 

rapportée dans un modèle informatique FBA (flux balance Analysis), (El-Semman et al., 2014) 
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et a été démontrée in vitro (Rios-Covian et al., 2015). Cette stratégie de production de 

métabolites ne représente pas de coût énergétique pour la bactérie productrice, puisque les 

métabolites sont des sous-produits, ce qui ne nécessite pas d'énergie supplémentaire 

(Cavaliere et al., 2017).  

L’alimentation croisée dites de substrat, est un autre mécanisme de coopération par lequel 

des bactéries fibrolytique comme les Bacteroides, vont partager des produits de dégradation 

de polysaccharides complexes. Une fois ces composés prédigérés ils deviennent 

métabolisables par d’autre bactéries qui n’ont pas le bagage enzymatique pour dégrader la 

molécule trop complexe. Des exemples ont montré que dans certains cas, les Bacteroides 

étaient capables de déclencher l’expression de CAZymes couteuses en énergie au profil de la 

communauté (Damore & Gore, 2012; Rakoff-Nahoum et al., 2016; Wang et al., 2021). Elles 

peuvent activer la transcription de gènes codant des CAZymes contenant des séquences signal 

pour être envoyées dans l’environnement extracellulaire, où elles pourront aider les bactéries 

incapables d’utiliser efficacement les polysaccharides complexes (Elhenawy et al., 2014)  

Bien que des stratégies de coopérations aient ainsi été décrites, la compétition fait partie 

intégrante des stratégies communautaires (Cuskin et al., 2015; Rogowski et al., 2015). Mais 

l’imbrication de ces stratégies de compétition et de coopération dans ces communautés est 

complexe et reste encore mal comprise. La perspective écologique des prébiotiques ne serait 

pas complète sans comprendre comment les changements dans l'abondance relative d'une 

espèce ont un impact sur l'abondance relative d’autres espèces (Spacova et al., 2020a). Une 

meilleure compréhension de la façon dont les communautés microbiennes intestinales sont 

liées à la santé est cruciale pour le développement de stratégies nutritionnelles efficaces visant 

à préserver et/ou restaurer le microbiome intestinal.  

Dans les résultats précédents, nous avons montré que l’utilisation des α-

galactooligosaccharides et de l’inuline stimulaient la croissance et les activités de fermentation 

d’une sélection de bactéries bénéfiques pour la santé, à des degrés divers en fonction de leur 

affiliation phylogénétique (Chapitre III). Dans ce nouveau chapitre, notre objectif est d’explorer 

les interactions inter-espèces et les préférences nutritionnelles des bactéries bénéfiques pour 

la santé au sein d'assemblages bactériens conçus de manière rationnelle. Cette approche 

réductionniste de la complexité du microbiome intestinal permet de saisir les comportements 

dynamiques des assemblages bactériens synthétiques. La mise en place d’outils 
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mathématiques nous permet ici de proposer des modèles d’interaction entre plusieurs 

bactéries bénéfiques pour la santé intestinale.  

II. MATERIEL ET METHODE 

Espèces bactériennes et conditions de culture de démarrage 

Les souches bactériennes suivantes ont été utilisées dans cette étude : Bacteroides 

intestinalis (DSM 17393), Bacteroides xylanisolvens (DSM 18836), Bifidobacterium adolescentis 

(DSM 20083), Bifidobacterium catenulatum (DSM 16992), Blautia hansenii (DSM 20583), 

Eubacterium rectale (ATCC 33656), Roseburia intestinalis (DSM 14610), Faecalibacterium 

prausnitzii (DSM 17677) et Subdoligranulum variabile (DSM 15176). Un milieu riche a été 

sélectionné pour soutenir la croissance de toutes les espèces : Le milieu BHI a été supplémenté 

avec 10mg/L d'hémine, 5mg/mL de vitamine K1, 0,5% de L-cystéine, 1% de cellobiose et 1% 

de maltose, qui ont été achetés chez Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). Chaque 

espèce bactérienne individuelle a été cultivée sur des plaques de gélose BHI à 37°C dans une 

chambre anaérobie (90% N2, 5% CO2, 5% H2) (Coy Lab Products, Grass Lake, MI, USA). Une 

seule colonie isolée a été pré cultivée à 37°C pendant 24h (jusqu'à la phase stationnaire) dans 

un bouillon BHI supplémenté et utilisée comme inoculum pour l'évaluation des effets des 

prébiotiques dans les consortiums bactériens. La croissance bactérienne de chaque culture de 

démarrage a été évaluée en mesurant la densité optique (DO). L'identité de la souche isolée a 

été systématiquement vérifiée par séquençage des amplicons d'ADNr 16S, comme décrit 

précédemment (Chapitre III). 

Conditions de cultures des assemblages bactériens synthétiques 

Les cultures d'assemblages bactériens synthétiques à un seul glycane ont été réalisées dans 

les conditions de culture du milieu minimum (MM) décrites précédemment (Chapitre III). Pour 

étudier les interactions temporelles et la fonctionnalité des consortia bactériens, le MM a été 

supplémenté avec 0,5 % (p/v) d'inuline, 0,5 % (p/v) de d’extraits de RFO ou 0,5% de raffinose. 

Ces trois ingrédients prometteurs aux effets prébiotiques ont été évalués en comparaison avec 

des contrôles appropriés comprenant le MM supplémenté avec 0,5 % (p/v) de glucose ou 

supplémenté sans sucre. Les MM ont été inoculés avec les micro-organismes suivants : i) le 

consortium n°1 contenait Bifidobacterium adolescentis, Bacteroides xylanisolvens, 

Subdoligranulum variabile et Roseburia intestinalis ; ii) le consortium n°2 contenait 
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Bifidobacterium catenulatum, Bacteroides intestinalis, Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium 

rectale et Blautia hansenii. Dans des conditions anaérobies, toutes les cultures de démarrage 

de micro-organismes ont été diluées à une densité optique de 600 nm, 0,1 pour les espèces 

de Firmicutes et de 0,01 pour les espèces d'Actinobacteria et de Bacteroidetes (Ultraspec 10 

Cell Density Meter, Biochrom Ltd. Cambridge, UK). L'inoculum d'assemblage avec des ratios 

bactériens équivalents a été généré à partir de ces dilutions et inoculé avec 2% (v/v) dans un 

volume final de 45 mL en bouteilles en verre. Nous admettons que l'entraînement des 

nutriments à partir de cultures de démarrage en milieu riche n'a eu qu'un effet marginal. Les 

cultures ont été incubées en anaérobiose à 37°C pendant 24h. Des échantillons ont été prélevés 

aux temps 0, 12, 14, 16, 18, 21 et 24 h et centrifugés à 12000 g pendant 15 minutes à 4°C. Les 

surnageants ont été aliquotés pour suivre l'acidification du milieu par mesure du pH ou pour 

quantifier la production de métabolites (AGCC, lactate, succinate et fumarate). Les culots 

cellulaires ont été utilisés pour l'extraction de l'ADN génomique et la quantification ultérieure 

des concentrations bactériennes par qPCR. Tous les échantillons ont été conservés à -20°C 

avant utilisation. Chaque assemblage de bactéries synthétiques a été réalisé en trois répétitions 

biologiques indépendantes. 

Acidification moyenne 

Les mesures de pH ont été enregistrées pour chacune des cultures bactériennes à l'aide 

d'un pH-mètre 1140 (Mettler Toledo, Urdorf, Suisse). 

Profils métaboliques des surnageants bactériens GC-FID et GC-MS 

L'analyse des AGCC a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse équipée d'une 

détection par ionisation de flamme (GC-FID), comme décrit précédemment. 

Préparation des échantillons pour le dosage en GC-MS. Sous hotte chimique, un aliquot 

de 100 μL de surnageant de culture dans lequel a été ajouté un étalon interne (9 μL de MeOH-

D4 succinate 100 μg/mL). 300 μL d'acétone froide ont été ajoutés (-20°C) pour extraire les 

acides organiques. La solution a ensuite été centrifugée à 12000g pendant 10 min à 4°C pour 

récupérer le surnageant. Le surnageant a été évaporé à l’azote (Evaporateur puriVap-

6™_Interchim). 30 μL de methoxylamine hydrochloride dissous dans de la pyridine (33 mg/mL) 

ont été ajoutés aux résidus afin de protéger les groupes cétones. La solution a été incubée 

pendant 1,5 h à 37°C avec une légère agitation (180 rpm). 100 μL de BSTFA + 1% de TMCS et 

ont été ajouté avant de vortexer quelques secondes. Les réactions de dérivations ont été 
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réalisées dans un bain à ultrasons à 50°C pendant 10 min, puissance maximale (bain ultrasons 

bransonic CPX1800H-E AVEC COUVERCLE réf. : 412544 / Dutscher). Enfin la solution a été 

transférée dans un flacon avant analyse immédiate. 

Méthode pour l’analyse des échantillons en GC-MS. Les échantillons ont été passés sur 

un GC-MS Agilent 8860 avec MSD 5977B et passeur 50 vials G4567A. Le vecteur utilisé était 

l’hélium. La colonne de séparation utilisée était une colonne Tg-5 ms 30 m x 0,25 mm x 0,25 

μm Thermo Scientific Hypersi (FISHER SCIENTIFIC -Ref Constr : 26098-1420). 1 µL de chaque 

échantillon a été injecté en split (ratio du split à 1 :11) à 250°C. Les acides organiques ont été 

séparés en flux constant à l'aide du programme suivant : (a) initialement 70°C pendant 2 min ; 

(b) la température a été augmentée jusqu'à 155C à la vitesse de 4°C /min et maintenue à 155°C 

pendant 2 min ; (c) augmentation de la température jusqu'à 170°C à la vitesse de 4°C/min et 

maintenue à 170°C pendant 2 min ; d) augmentation jusqu'à 177°C à la vitesse de 4°C/min et 

maintenue à 177C pendant 2 min ; e) augmentation jusqu'à 220°C à la vitesse de 4°C/min et 

maintenue à 220°C pendant 2 min. La température de la ligne de transfert a été maintenue à 

250°C.Le piège à ions du spectromètre de masse à fonctionné en mode d'ionisation 

électronique (EI). Balayage des spectres de masse dans la gamme m/z 30-650. La température 

de la source était de 230°C et l'énergie des électrons de 70 eV. Les analyses des spectres ont 

été réalisées sur le logiciel OpenLab2 Agilent. 

Extractions d'ADN génomique 

L'ADN total a été extrait des culots cellulaires à l'aide du kit QIAamp® PowerFecal® DNA 

(Hilden, Allemagne) en suivant les instructions du fabricant. L'ADN a été quantifié à l'aide du 

kit QubitTM 1X dsDNA HS Assay (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Eugene, Oregon, USA). 

Quantification de l'abondance des espèces 

L'ADN extrait a été dilué (100 fois) à 10 ng/µL et utilisé dans des réactions PCR à l'aide 

d'amorces et de sondes spécifiques à l'espèce (Tableau 5Chapitre V). Les réactions ont été 

effectuées dans le système PCR en temps réel StepOnePlusTM (Applied Biosystems®, Thermo 

Fisher Scientific, Singapour), en utilisant le TakyonTM Rox SYBR® MasterMix ou le TakyonTM Probe 

MasterMix (Eurogentec, Seraing, Belgique) dans des plaques MicroAmp® à 96 puits (Applied 

Biosystems®, life Technologies, Singapour). Les réactions ont été effectuées avec un cycle 

initial de 2 min à 50°C (activation de la polymérase) et de 10 min à 95°C (dénaturation de l'ADN) 

suivi de 40 cycles de 15 sec à 95°C et de 1 min à 60°C. Une étape supplémentaire de fusion des 
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courbes était incluse dans les systèmes SYBR et consistait en un cycle de 15 secondes à 95°C, 

1 minute à 60°C et 15 secondes à 95°C. La quantification absolue a été exprimée en nombre 

de bactéries/mL de culture en utilisant des courbes standard d'ADN génomique. 

Standard d'ADN génomique  

Pour chaque bactérie individuelle, une seule colonie isolée a été cultivée à 37°C pendant 

24h dans un bouillon BHI supplémenté, comme décrit ci-dessus. L'ADN génomique standard 

a été obtenu à partir des culots des cultures pures, comme décrit ci-dessus. En outre, l'absence 

d'inhibiteurs de la PCR a été validée à l'aide des réactifs TaqManTM IPC exogène (Applied 

Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lituanie). Les réactions de contrôle positif interne 

(IPC) ont été effectuées conformément aux instructions du fabricant. Les réactions PCR 

quantitatives ont été réalisées à l'aide du kit Ultra Clean Production (UCP) Probe PCR kit 

(QIAGEN, Hilden, Allemagne) et du système TaqMan All bacteria (Tableau 5). 

Analyse des données et chiffres 

Pour chaque consortium bactérien, les données représentent les moyennes des trois 

expériences de coculture indépendantes. Les résultats de la coculture ont été déterminés en 

calculant le ratio d'abondance individuel pour chaque espèce sur la base des mesures 

bactériennes quantitatives. Les données ont été analysées à l'aide de Microsoft Excel 2016. Les 

figures ont été générées à l'aide de BioRender (https://biorender.com). 

Modèle d’interaction entre les bactéries selon les conditions de cultures.  

Modèle d’interaction. La dynamique bactérienne a été décrite par un modèle de Lotka-

Volterra généralisé. C’est un système d’équation (une équation par bactérie) basé sur les 

concentrations des bactéries, notée xi. Il modélise les effets d’interactions entre les bactéries 

par des coefficients aij, pour l’effet d’interaction de la bactérie j sur la bactérie i. Les effets ne 

sont pas nécessairement symétriques, on n’a pas nécessairement aij = aji. Le modèle inclut un 

effet basal linéaire noté µi pour la bactérie i, qui correspond à la croissance “autonome” de la 

bactérie. Ce modèle inclut une matrice d’interaction entre les bactéries, notée A = {aij}. Un terme 

de croissance pour chaque bactérie a également été inclut et noté µi. 

(1/xi) (dxi/dt) = µj + Σj aij xj (1) 

Estimation t-mind. La méthode d’estimation des paramètres A, à partir d’observation de 

concentration de bactéries est basée sur une procédure itérative en deux étapes alternées: 1. 
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Estimation de l’évolution des concentrations par lissage (paramètres de lissages notés θ) par 

méthode des moindres-carrés (non-linéaire). On note x̅i la concentration lissée de la bactérie i. 

2. Estimation des paramètres du modèle à partir des concentrations lissées (paramètres de 

modèle notés A) par gradient proximal. Ces deux étapes sont alternées dans une procédure 

d’optimisation qui vise à minimiser un critère qui est la somme de trois termes :1. Erreur de 

lissage ; 2. Erreur de modèle ; 3. Pénalité lasso (selection des interactions significatives). 

L’algorithme d’optimisation est arrêté lorsque ε, la somme des écarts relatifs entre deux 

itérations pour les paramètres de lissage et les paramètres de modèle, est en dessous d’un 

certain seuil (Brunel et al., 2018). Les paramètres utilisées pour l’estimation t-mind ont été λ1 = 

100 (spline) et λ2 = 0 (lasso). La force des interactions de la bactérie j avec la bactérie i a été 

définie de la façon suivante : 

w̃ij =Σk aij x̅j (tk)/ Σj Σk |aij x̅j ( tk)|+|µi|  

Avec x̅j (tk) correspond à l’estimation spline au temps tk.  

III. RESULTATS 

1. Le design rationnel de deux consortia bactériens 

Bien caractérisés et traçables expérimentalement, les assemblages bactériens synthétiques 

offrent des avantages par rapport aux communautés indigènes pour comprendre l'écologie, la 

structure et la fonction du microbiome intestinal (Clark et al., 2021). Pour déchiffrer la 

dynamique temporelle des bactéries intestinales clés dans le métabolisme des glycanes, deux 

consortia simplifiés ont été conçus sur la base de nos résultats de monocultures (Chapitre III). 

Ces résultats ont révélé les capacités métaboliques de bactéries individuelles favorables à la 

santé dans des cultures à être stimulées par une unique source de glycane. Le regroupement 

hiérarchique des profils d’AGCC et l’analyse en composantes principales de l’ensemble de nos 

paramètres de croissance et de fermentation ont reflété des relations phylogénétiques entre 

les espèces bactériennes et leurs capacités fonctionnelles à métaboliser les glycanes. Sur la 

base de cette analyse, quatre clusters ont été définis. Chacun a présenté une production 

spécifique d’un AGCC associé à un phylum (Figure 40A). D'une part, les espèces 

d’Actinobacteria ont montré une forte production d'acétate. Les espèces de Bacteroidetes ont 

quant à elles montré une grande capacité à fermenter différentes sources de carbone, tout en 
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produisant de faibles quantité d’acétate et de propionate. Enfin, les espèces de Firmicutes 

identifiées dans le cluster butyrate ont été capables d’en produire en présence d’α-GOS 

principalement.  

Le niveau taxonomique du phylum peut refléter des fonctions métaboliques qui stabilisent 

la concurrence et favorisent la coexistence (Goldford et al., 2018). En effet, les métabolites 

jouent un rôle central dans les interactions inter-espèces. Considérant le rôle primordial de 

l'acétate et du lactate dans les mécanismes de fermentation bactérienne, nous avons émis 

l'hypothèse d'interactions bactériennes basée sur des mécanismes d’alimentation croisée 

métabolique. Le lactate et l’acétate produit en grande quantité par les Actinobacteria pourrait 

servir de substrat pour les bactéries productrices de butyrate (Figure 40B) . 

Parallèlement nous avons analysé les CAZymes comportant un peptide signal, ce qui nous 

fournit une information sur la capacité de ces enzymes à être exportées vers le milieu 

extracellulaire. Nous avons particulièrement observé les GH présumées spécifiques pour la 

dégradation des α-GOS et de l'inuline (Figure 40C). Seules les espèces de Bacteroides, comme 

B. intestinalis et B. xylanisolvens en contiennent, avec respectivement 22 et 19 CAZymes 

spécifiques aux α-GOS présentant un peptide signal dans leur séquence. Nous avions déjà 

remarqué que ces CAZymes étaient fortement exprimées en culture en MM-raffinose. Bien que 

moins nombreuses, les séquences des GH32 spécifiques de la dégradation de l'inuline 

comportent également un peptide signal. Ces CAZymes pourraient donc être exportées dans 

l'environnement pour pré digérer les liaisons osidiques de l'inuline et du raffinose. Nous avons 

émis l’hypothèse que ces peptides prédigérés pourraient permettre à nos espèces de 

Firmicutes en les métabolisant de produire du butyrate, ce qui répond au concept 

d’alimentation croisée de substrat. 

Cela nous a conduit à développer la stratégie expérimentale suivante. Deux consortia ont été 

élaborés chacun contenant une bactérie fortement productrice d’acétate (Actinobacteria), une 

bactérie possédant des GH spécifiques contenant un peptide signal (Bacteroides) et deux 

bactéries productrices de butyrate (Firmicutes) (Figure 40D). Dans le consortium n°2 une espèce 

qui avait été identifiée dans le cluster non stimulée a été ajoutée à l’assemblage, dans le but 

d’observer si elle était dans cette configuration-là capable de produire des AGCC. D’autre part 

il est important de noter que d’autres espèces étaient capables de produire du lactate, en plus 

faible quantité que les Actinobacteria (Figure 40B).  
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Cette stratégie a été soutenue par le fait que les Bacteroidetes et les Firmicutes ont 

démontré des spécialisations métaboliques uniques et complémentaires dans le microbiote 

intestinal (Fischbach & Sonnenburg, 2011). Au niveau du genre, les membres de Bacteroides et 

de Bifidobacterium ont été signalés comme des composants stables du microbiome intestinal 

humain (Faith et al., 2013) et les principaux moteurs des changements de configuration dans 

les microbiomes intestinaux en réponse à la supplémentation en fibres alimentaires (Delannoy-

Bruno et al., 2021). En outre, la stabilité d'un écosystème microbien a été proposée sur la base 

des capacités métaboliques des espèces généralistes plutôt que des spécialistes (Goldford et 

al., 2018). Présentant des capacités métaboliques étendues, les espèces de Bacteroides peuvent 

jouer un rôle clé dans la croissance des membres cohérents de la communauté par opposition 

à la production de métabolites spécifiques. Elles peuvent influencer les fonctions générales de 

l'écosystème, tandis que les espèces de Firmicutes peuvent contribuer à des fonctions 

spécialisées, telles que la production de métabolites spécifiques.   
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Figure 40 : Design rationnel de deux assemblage bactériens synthétiques 

(A) Représentation des quatre clusters préalablement identifiés sur la base de la production d’AGCC 

(exprimé en mM) obtenu en monocultures. (B) Production de lactate (en mM) pour chaque bactérie en 

monocultures (n=3). (C) Nombre de GH possédant une séquence signal prédites comme étant 

spécifiques de l’inuline (en vert) ou des α(GOS) en jaune, par l’annotation DBCAN2. (D) composition des 

deux consortia. (E) Stratégie expérimentale globale.  
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2. Croissance et fermentation bactérienne en réponse à 

diverses sources de carbone 

Afin d'étudier les interactions bactériennes dans ce contexte, nous avons cultivé ces 

dernières pendant 24 heures dans des milieux minimalistes enrichis de diverses sources de 

carbone. Nous avons établi un témoin sans sucre, où la seule source d'énergie était une petite 

quantité de protéine, et un témoin positif avec une supplémentation en glucose. Les composés 

prébiotiques que nous avons évalués dans cette expérience comprennent l'inuline, le raffinose 

et le mélange de RFO extrait par GreenCell. Nous avons basé nos observations sur deux aspects 

principaux. Le premier est la croissance bactérienne, mesurée par des qPCR spécifiques à 

chaque souche grâce au système TaqMan. Le second concerne les paramètres de fermentation, 

évalués par l'acidification du milieu et la production de métabolites au fil du temps. En 

particulier, nous nous sommes concentrés sur les AGCC (acétate, propionate et butyrate) 

mesurés par GC-FID, et le lactate et le succinate mesurés par GC-MS (Figure 40E) .  

Sur la base d’expériences préliminaires nous avons fait le choix d’inoculer les bactéries dans 

une proportion 1 :10. Les espèces de Firmicutes ont été inoculée à une concentration dix fois 

supérieure à celle des deux autres phyla. L’objectif était d’empêcher les Bacteroides et les 

Bifidobacteria de prendre trop rapidement le dessus à cause de phénomène de compétition. 

Nos expériences préliminaires nous ont aussi conduit à nous focaliser sur la fenêtre temporelle 

t12-t24. Les mesures des paramètres de croissance et de fermentation ont donc été réalisées 

sur les sept points de temps suivants, t0, t7, t12, t14, t18, t21, t24.  

A. Evaluation de la dynamique du consortium 1 

La description des proportions bactériennes a révélé les interactions dynamiques entre 

chaque espèce bactérienne, qui diffèrent notamment en réponse aux diverses sources de 

carbone. 

Dans le MM non supplémenté (sans sucre), l'abondance relative des espèces de Firmicutes 

a diminué au fil du temps, au profit de la Bacteroides (Figure 41 : Croissance et fermentation 

du consortium 1.Figure 41A). B. xylanisolvens est apparue comme l'espèce dominante à 24h, 

surpassant les autres bactéries. Excepté B. xylanisolvens, les autre bactéries du consortium ont 

montré une faible croissance en qPCR (Figure 41C). Il est à noter qu’aucun métabolite n’a été 

produit (Figure 41B).  
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Figure 41 : Croissance et fermentation du consortium 1. 

(A) Abondance relative des bactéries du consortium 1 au cours du temps. (B) Production des métabolites au cours du temps, exprimé en mM. (C) Croissance 

bactérienne des bactéries individuelles, en fonction des sources de carbone (exprimé en concentration bactérienne par ml). (D) Acidification du milieu au cours 

du temps.
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Dans le MM supplémenté en glucose, l'abondance relative de R. intestinalis a augmenté au fil 

du temps tandis que celle de S. variabile a diminué. L’espèce B. adolescentis a montré une 

abondance relative très inférieur soutenu par une faible valeur de croissance en qPCR. Après 

24h, B. xylanisolvens et S. variabile dominent la co-culture, avec une augmentation de plus de 

3 log de leur concentration. La production mesurée de succinate et de propionate peut être 

attribuée à la bactérie B. xylanisolvens (Figure 41B) Il est intéressant de noter que la source de 

carbone glucose a favorisé la croissance de toutes les espèces bactériennes dans une valeur 

allant de 1 log à 3 log d'augmentation (Figure 41C).  

Dans le MM-inuline, c’est B. adolescentis qui domine la co-culture après 24h, soutenu par une 

forte valeur de concentration mesurée en qPCR. Cette croissance est associée à la production 

d’acétate et de lactate (Figure 41C). Cependant, toutes les bactéries ont montré une croissance 

d’au moins 2 log. Le même schéma est observé dans la condition supplémentée en RFO 

extraits. On observe cette fois, une forte domination de B. adolescentis associée à une forte 

production d’acétate et de lactate. Bien que les autres bactéries se développent aussi avec une 

croissance d’au moins 1 log (S. variabile). 

Dans la condition raffinose, on observe que toutes les bactéries ont la capacité de croitre. 

Cependant en abondance relative, c’est S. variabile qui a dominé la co-culture après 24h. Tout 

comme dans la condition glucose, sa croissance dépasse 10E9 bactéries /ml et une production 

de butyrate est mesurée dans le surnageant dès 14h de culture en raffinose.  

En terme d’acidification du milieu, excepté la condition sans sucre, toutes les supplémentations 

en source de carbone induisent la production d’acide. Ce sont dans les conditions RFO et 

raffinose que l’acidification est la plus importante avec une diminution de pratiquement 3 

points de pH en RFO (Figure 41). Cette observation est corrélée avec la forte production 

d’acétate et de lactate induite par la forte croissance de B. adolescentis. 

Globalement, nous avons observé qu‘en l'absence d'une source de carbone dominante, les 

capacités protéolytiques des espèces Bacteroidetes ont été impliquées dans des interactions 

compétitives avec les autres souches. Ces activités métaboliques résultant de la dégradation 

du contenu protéique du MM sont cohérentes avec les expériences de monoculture. La période 

prolongée de coexistence entre les deux souches dans les cocultures contenant une source de 

carbone particulière pourrait être due à leurs différents ordres hiérarchiques qui leur 

permettent d'éviter la compétition directe pour les substrats. Ainsi, les préférences pour les 
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sources de carbone semblent faciliter leur coexistence dans les assemblées microbiennes 

(Tuncil et al., 2017). 

B. Evaluation de la dynamique du consortium 2 

Dans le second consortium, les proportions bactériennes relatives et les mesures des 

métabolites ont aussi révélé des interactions dynamiques différentes selon les sources de 

carbone utilisées. Cependant F. prausnitzii n’a été en mesure de croitre dans aucune des 

conditions prébiotiques testées, ce qui est cohérent avec les observations faites en 

monocultures, le MM n’est pas adapté à sa croissance. 

Dans la condition sans sucre, on observe que c’est encore une fois une espèce de 

Bacteroides qui domine la co-culture après 24h (Figure 42A). Ces résultats soutiennent 

l’hypothèse que les spécificités fonctionnelles de cette bactérie à dégrader les protéines 

présentent dans le MM lui permettent de dominer la coculture. Parmi les Firmicutes, on peut 

observer qu’E. rectale a eu une activité de croissance importante avec près de 2 log en 24h 

(Figure 42C), qui semble être associée à une faible production de butyrate (Figure 42B). B. 

hansenii a quant à elle montré une croissance de près de 2 log. La croissance observée de ces 

deux espèces de Firmicutes dans la condition sans sucre suggère qu’elles aient été soutenues 

par une coopération. Même s’il est difficile d’orienter les interactions dans ce modèle, la 

concentration d’acétate pourrait être à l’origine de la différence observée en monocultures 

(absence de croissance, annexe : figure 46).  

Dans la condition glucose, les résultats indiquent une croissance pour toutes les bactéries 

suggérant une coexistence stable jusqu’à 24h de culture. Pendant toute la durée de 

l'expérience, chaque espèce a été maintenue dans des proportions stables. B. catenulatum, E. 

rectale et B. intestinalis ont montré une croissance d'une valeur d'environ 2 log. Il est intéressant 

de noter qu'en présence de glucose comme source de carbone dominante, les activités 

métaboliques de toutes les espèces des deux consortiums bactériens semblaient s'inscrire dans 

un environnement où des interactions coopératives pouvaient se produire pour maintenir une 

coexistence stable de toutes les espèces bactériennes. En effet, F. prausnitzii a enregistré une 

croissance limitée en présence de glucose comme source de carbone, ce qui n'avait pas été 

signalé auparavant dans les expériences de monoculture. 
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Figure 42 : Croissance et fermentation du consortium 2 

(A) Abondance relative des bactéries du consortium 2 au cours du temps. (B) Production des métabolites au cours du temps, exprimé en mM. (C) Croissance 

bactérienne des bactéries individuelles, en fonction des sources de carbone (exprimé en concentration bactérienne par ml). (D) Acidification du milieu au cours 

du temps 
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Dans la MM supplémentée en inuline, on les abondances relatives du consortium n°2 ont 

suggéré une domination d’E. rectale et de B. catenulatum. Cette prédominance de B. 

catenulatum est associée à une production d’acétate et de lactate, mais E. rectale n’a pas 

produit de butyrate. Les autres bactéries ont montré des croissances plus faibles que pour les 

autres sources de carbone, c’est particulièrement le cas pour B. intestinalis qui n’a augmenté 

sa concentration de seulement 1 log. Chaque espèce semble maintenue dans des proportions 

stables pendant toute la durée de l'expérience.  

Dans le MM supplémenté en RFO extraits, les abondances relatives des espèces de 

Firmicutes et de Bacteroidetes dans le consortium n°2 ont été rapidement dépassées au profit 

de l'espèce dominante, B. catenulatum (Figure 42A). Cette prédominance est encore une fois 

associée à une forte concentration de lactate et d’acétate (Figure 42B). Cette fois, une 

production de butyrate a été mesurée, elle peut être attribuée à la forte présence d’E. rectale 

dans la co-culture. Bien que B. intestinalis et B. hansenii paraissent complètement dominées 

par la forte présence de B. catenulatum et E. rectale, elles ont montré des croissances 

importantes mesurées en qPCR, avec de 2 log après 24h de culture.  

Tout comme dans les deux autres conditions prébiotiques, la condition raffinose montre 

une forte dominance des deux espèces E. rectale et B. catenulatum. Cette dominance est 

associée à une faible production de butyrate, et une plus importante de lactate et d’acétate 

(Figure 42B). Malgré cette dominance observée, les autres espèces ont aussi montré des 

croissances relativement importantes en condition raffinose, (B. intestinalis et B. hansenii).  

Dans l’ensemble, les observations faites en présence de prébiotiques sont cohérentes avec 

les monocultures. Les préférences nutritionnelles de B. catenulatum lui permettent une 

croissance et une production de métabolites importantes. Toutes les conditions stimulées ont 

montré une forte acidification du milieu qui est en accord avec la production des acides 

mesurés dans le surnageant de culture. Encore une fois, les préférences nutritionnelles des 

bactéries pour certaines sources de carbone semblent leur conférer un avantage qui leur 

permet de dominer la co-culture. Il est intéressant d’observer que le maintien dans la coculture 

de l’espèce E. rectale a permis une accumulation, bien que relativement faible, de butyrate dans 

le surnageant de culture. Cependant, un tel modèle ne nous donne pas le niveau d’information 

nécessaire pour définir précisément les interactions entre les bactéries. 
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3. Modélisation mathématiques des interactions 

bactériennes 

La prédiction de la dynamique des communautés est une étape clé pour révéler les 

processus écologiques (Venturelli et al., 2018). Les modèles mathématiques de l'écosystème 

peuvent soutenir la découverte d'interactions microbiennes significatives au sein du 

microbiome intestinal et des espèces pilotes écologiques qui ont les impacts les plus cohérents 

et les plus forts sur chaque métabolite et sur l'abondance des espèces (Vranken et al., 2019). 

Ici nous proposons d’utiliser une approche écologique, le modèle de Lotka-Volterra pour 

révéler les interactions au sein de nos deux écosystèmes simplifiés (Joseph et al., 2020). 

Les résultats obtenus à partir de l'étude de nos consortia 1 et 2 indiquent que la 

supplémentation du milieu de culture modifie les interactions entre les bactéries, comme 

illustré dans la Figure 43. Nous observons que toutes les bactéries présentent un taux de 

croissance positif, indépendamment du milieu de culture. Toutefois, il convient de noter que 

ce taux de croissance est influencé par des interactions positives ou négatives entre les 

bactéries elles-mêmes. Nous constatons également que toutes les bactéries manifestent de 

faibles à moyennes interactions négatives envers elles-mêmes. Ceci suggère la présence d'un 

paramètre limitant, soit interne, lié à leur autorégulation de la population, soit externe, 

provenant de l'environnement, comme la limitation en vitamines ou en sucres. 

Nous avions initialement émis l'hypothèse que les primo-dégradeurs, notamment B. 

xylanisolvens et B. adolescentis (particulièrement en présence d'inuline), favorisent la croissance 

des autres bactéries (R. intestinalis et S. variabile) par la production de métabolites 

intermédiaires tels que l'acétate et le lactate, qui à leur tour produisent des métabolites finaux 

comme le butyrate. 

Notre travail semble plutôt montrer que les interactions entre les bactéries représentent un 

impact faible sur la dynamique, comparé aux préférences nutritionnelles. Effectivement, on 

observe que la condition de supplémentation modifie fortement les interactions entre les 

bactéries (Figure 43). La production de métabolites utiles pour la coopération entre les 

bactéries, comme le lactate et l’acétate n’a pas d’impact fort sur la dynamique de chacun des 

deux consortia.  
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Cependant, notre modèle actuel ne semble pas suffisant pour expliquer de manière 

exhaustive les mécanismes complexes de dégradation. Le fait d’ajouter une bactérie dans le 

consortium 2 semble rajouter dans la complexité dans l’interprétation du modèle (Figure 43B). 

Plusieurs paramètres, tels que la biodisponibilité des composés et les capacités génomiques 

de nos bactéries, ne sont pas pris en compte dans notre plan expérimental actuel. 

En conclusion, bien que nous observions une influence des interactions sur les taux de 

croissance (tous positifs) et les activités métaboliques de chaque bactérie, le seul paramètre de 

croissance ne suffit pas pour expliquer de manière adéquate les interactions bactériennes. Il 

serait intéressant d'élargir notre perspective en intégrant les variables des métabolites pour 

mieux cerner les interactions.  
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Figure 43 : Modélisation des interactions bactériennes au sein des 2 consortia 

Représentation des effets de chaque bactérie sur le taux de croissance des autres bactéries du 

consortium 1 (A) et du consortium 2 (B). Trois niveaux de flèches, en gras lorsque l’effet est important 

(supérieur à 50%), en pointillée lorsque l’effet est entre 30-50% et un train fin lorsque l’effet est faible 

(<10%). Les flèches rouges indiquent un effet négatif et les flèches bleus un effet positif. L’abondance 

relative de chaque bactérie après 24h de culture est représentée par la taille du cercle. 
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IV. DISCUSSION 

Une meilleure compréhension du lien entre les communautés microbiennes intestinales 

et la santé est cruciale pour le développement de stratégies nutritionnelles efficaces visant à 

préserver et/ou restaurer le microbiome intestinal. Les interventions diététiques ont montré 

que les réponses des populations microbiennes aux prébiotiques sont très individualisées 

(Lloyd-Price et al., 2017). Pour mieux comprendre la composition, la stabilité et les activités 

fonctionnelles de l'écosystème du microbiome intestinal, il est intéressant d'interroger des 

modèles de consortium synthétiques anaérobies (Clark et al., 2021; Vázquez-Castellanos et al., 

2019) Dans cette étude, les assemblages bactériens synthétiques ont caractérisé les 

comportements dynamiques des espèces prévalentes pertinentes pour la santé en réponse à 

différentes sources de glycanes. 

Des expériences de monoculture antérieures ont montré que les bactéries isolées 

constituant les deux assemblages bactériens synthétiques étaient capables de se développer à 

différents degrés dans diverses conditions de glycanes simples, à l'exception de F. prausnitzii. 

Dans les assemblages bactériens synthétiques, La plupart des espèces de Firmicutes ont montré 

une croissance plus importante en consortium qu’en monoculture. Ces observations suggèrent 

que les activités métaboliques des bactéries productrices de butyrate pourraient dépendre 

d'interactions d'alimentation croisée de métabolites plus petits générés par des espèces de 

Bacteroidetes (Rivière et al., 2018). On a tout de même observé une croissance plus importante 

de F. prausnitzii dans la source de glucose que dans le modèle de croissance en monoculture. 

F. prausnitzii pourrait atteindre des densités cellulaires plus élevées grâce à des mécanismes 

indirects opérés par les autres espèces bactériennes montrant des voies saccharolytiques 

actives.  

La prédominance des espèces de Bifidobacterium dans les conditions d'inuline et des 

RFO extraits a soutenu l'hypothèse d'une stratégie d'acquisition de nutriments favorable 

adaptée à ces sources. Des études antérieures ont démontré les interactions coopératives qui 

stimulent la croissance en aval des Firmicutes et la production de butyrate résultant de la 

transformation de l'acétate et du lactate produits par les membres de Bifidobacterium (Moens 

et al., 2016, 2017).  
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La dégradation préférentielle joue un rôle central dans la formation des relations 

microbiennes du microbiote. Des approches expérimentales simplifiées peuvent être utilisées 

pour identifier les espèces bactériennes clés et les interactions trophiques qui régissent les 

communautés microbiennes. Une fois les mécanismes sous-jacents des prébiotiques élucidés, 

les prébiotiques pourraient cibler de manière sélective les changements dynamiques de 

métabolites spécifiques produits par le microbiote intestinal et les abondances relatives des 

bactéries importantes pour la santé en fonction de leurs capacités métaboliques à fermenter 

les glycanes. En matière d'intervention alimentaire, l'étude des préférences nutritionnelles des 

bactéries commensales pour dégrader un ou plusieurs prébiotiques suscite un intérêt 

important et soutenu. Ces connaissances biologiques pourraient permettre de concevoir des 

stratégies nutritionnelles prébiotiques pour manipuler des fonctions importantes pour la santé 

au niveau communautaire à des fins préventives et thérapeutiques. 

Il est important de noter que les activités métaboliques des deux assemblages 

bactériens synthétiques en réponse aux sources de carbone peuvent être influencées par les 

métabolites et le pH de l'environnement. D'une part, les sous-produits et produits finaux de la 

fermentation, tels que les AGCC et le lactate, peuvent stimuler la croissance de certaines 

espèces réceptrices dans les échanges de nourriture croisée (Venturelli et al., 2018). Selon le 

contexte environnemental, l'acétate peut constituer une quantité modeste de substrat carboné, 

généré par le métabolisme des glucides, pour produire du propionate et du butyrate (Clark et 

al., 2021, p. 2; Louis & Flint, 2017). Par exemple, le consortium bactérien n°2 peut fournir de 

l'acétate pour les processus de fermentation métabolique de E. rectale afin de produire du 

butyrate. L'alimentation croisée de sous-produits métaboliques, tels que l'acétate, est un 

mécanisme courant qui pourrait modifier le pH de la culture environnementale de 

l'environnement. D'autre part, les niveaux d’AGCC peuvent inhiber la croissance de certaines 

espèces bactériennes (Tramontano et al., 2018). À faible pH, les AGCC peuvent être toxiques 

pour certaines espèces, ce qui entraîne une limitation de la croissance (Ríos-Covián et al., 2016).  

La limite de cette étude est que nous n'élucidons pas si les profils d'abondance relative 

sont façonnés par la source de carbone ou les métabolites dérivés des bactéries. Nous ne 

pouvons pas dire si la croissance et l'activité de fermentation des microbes individuels ont 

changé en présence les uns des autres. Des expériences de co-cultures deux à deux pourrait 

nous aider pour identifier les types d'interaction et les effets positifs (dégradation primaire des 
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composants carbonés en substrats ou détoxification de l'environnement) ou négatifs 

(épuisement des nutriments clés ou production de composés toxiques) se produisant au sein 

des assemblées bactériennes synthétiques (Venturelli et al., 2018). Toutefois, il apparait ici, que 

les préférences nutritionnelles représentent un impact très fort sur la dynamique des consortia. 

Il se pourrait que cet effet soit si important qu’il masque les interactions de cross-feeding dont 

on avait précédemment émis l’hypothèse.  

Dans cette perspective, une expérience préliminaire a été réalisée en présence d’inuline. 

Une co-culture entre S. variabile et B. intestinalis a suggéré par l’analyse des paramètres de 

croissance et de fermentation un effet coopératif (Annexe, figure 55). Nous pourrions suggérer 

ici une alimentation croisée en substrat, B. intestinalis pourrait sécréter des enzymes capables 

de dégrader le glucose et l'inuline en molécules plus petites qui profiteraient à S. variabile. 

Dans ce cas, B. intestinalis n'utiliserait pas toute l'énergie disponible, ce qui expliquerait son 

taux de croissance beaucoup plus faible en co-culture, permettant à S. variabile de croître et 

de produire beaucoup plus de butyrate qu'en monoculture. Alors que dans les deux consortia, 

il est difficile d'interpréter les augmentations relatives d'une bactérie particulière, il est 

beaucoup plus facile de le faire dans la co-culture de deux bactéries. 

Cependant, des milieux de culture in vitro bien définis et la sélection de souches 

bactériennes pertinentes ont permis d'étudier les effets des prébiotiques. Des expériences in 

vitro supplémentaires dans des cultures discontinues ou continues pourraient être utilisées 

pour décrire plus en détail les interactions dynamiques microbe-microbe et métabolite-

microbe.  

Cette approche d'écologie synthétique a permis d'explorer les activités de croissance 

et de fermentation d'espèces importantes pour la santé dans des cultures discontinues, en 

particulier en réponse à des prébiotiques. Le développement de méthodologies pour 

comprendre la dynamique de la communauté microbienne est une première étape vers 

l'élucidation des principes d'organisation des communautés microbiennes et la conception de 

stratégies pour manipuler avec précision les propriétés écologiques (De Roy et al., 2014). Dans 

cette étude, les systèmes modèles conçus de manière rationnelle ont permis d'acquérir des 

connaissances détaillées non seulement sur les capacités d'utilisation des glucides des 

bactéries individuelles favorables à la santé, mais aussi sur leur comportement au sein d'un 

réseau d'interactions complexes entre elles. 
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La prédiction de la dynamique des communautés est une étape clé pour révéler les processus 

écologiques (Venturelli et al., 2018) Les modèles mathématiques de l'écosystème peuvent 

soutenir la découverte d'interactions microbiennes significatives au sein du microbiome 

intestinal et des espèces pilotes écologiques qui ont les impacts les plus cohérents et les plus 

forts sur chaque métabolite et sur l'abondance des espèces (Vranken et al., 2019). Après une 

analyse de nos résultats en utilisant le modèle mathématique de Lotka-Volterra, il était difficile 

de tirer des conclusions pour donner la direction des interactions entre les bactéries. Il est à 

noter que ce modèle ne tient pas compte de certaines variables clés qui jouent un rôle crucial 

dans le système complexe d’interactions.  

V. CONCLUSION  

L'approche de la culture d'assemblages bactériens simplifiés a permis d'identifier les 

changements de composition avec une résolution temporelle, l'adaptabilité et les interactions 

écologiques des prébiotiques au sein des consortia bactériens. Cette stratégie microbienne 

synthétique peut être utilisée pour mieux comprendre l'écosystème de l'intestin humain. 

L'intégration d'expériences de culture in vitro de bactéries isolées et combinées avec la 

modélisation mathématique peut favoriser la traduction des connaissances mécanistes et 

écologiques en outils cliniques nouveaux et efficaces basés sur les microbiomes pour le 

maintien et/ou la prévention de la santé humaine. Notre modèle, mérite cependant des 

ajustements, par exemple en intégrant de nouvelles variables pour mieux expliquer les 

interactions. Modéliser les voies métaboliques propres à chaque bactérie pourraient dans un 

second temps nous permettre d’attribuer la production des différents métabolites aux 

bactéries. Enfin, l’intégration des relations symbiotiques entre les bactéries sur la base des 

connaissances en terme d’alimentation croisée métabolique ou de substrat pourrait permettre 

de modéliser les interactions métaboliques indirectes entre les bactéries au sein des deux 

consortia. Il apparait dans notre approche que les préférences nutritionnelles ont un impact 

fort sur les dynamiques des consortia, ce qui appuie l’hypothèse qu’un changement de régime 

alimentaire façonne la composition du microbiote.  
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Il est désormais évident que notre régime alimentaire a un impact sur le microbiote 

intestinal humain. L'ajout d'ingrédients à potentiel prébiotique dans les aliments fonctionnels 

représente une opportunité pour nourrir efficacement le microbiote intestinal et soutenir la 

santé humaine. Une compréhension approfondie de l'utilisation des glycanes par les bactéries 

commensales, qui sont essentielles à la santé, à la fois à l'échelle de l'organisme et à l’échelle 

moléculaire, pourrait nous aider à décrypter leurs interactions dynamiques avec le microbiote 

intestinal. Par conséquent, une meilleure connaissance de la décomposition des glycanes dans 

l'intestin pourrait aider à personnaliser les interventions prébiotiques pour minimiser 

l'incidence de maladies métaboliques telles que l'obésité, le diabète, le syndrome du côlon 

irritable, et potentiellement d'autres pathologies. 

I. STRATEGIE D’EVALUATION DES EFFETS PREBIOTIQUES 

Tout au long de l'histoire de l'humanité, le microbiote a probablement subi une adaptation 

substantielle en réponse aux changements alimentaires (Olm & Sonnenburg, 2021; Warinner 

et al., 2015). Les méthodes d’agricultures, de production et de préparation des aliments ont 

toutes joué un rôle important dans la formation du microbiote intestinal (Hasan & Yang, 2019; 

Moles & Otaegui, 2020). Une alimentation riche en fibres, combinée à une exposition à divers 

microbes environnementaux, à l'instar de nos ancêtres humains, peut enrichir le microbiote en 

augmentant la présence de génomes bactériens potentiellement bénéfiques pour la santé (De 

Filippo et al., 2017; Fu et al., 2022). On a constaté que les populations indigènes rurales 

abritaient une biodiversité substantielle dans leur microbiote intestinal. Il a également été 

démontré qu'elles possédaient des bactéries mieux adaptées à la décomposition des aliments 

d'origine végétale (Fragiadakis et al., 2019). En revanche, les régimes alimentaires modernes 

riches en graisses et en sucres raffinés et pauvres en fibres alimentaires ont été associés à une 

augmentation des maladies intestinales non infectieuses (O’Toole & Shiels, 2020). Ces 

changements alimentaires peuvent entraver la capacité d'adaptation du microbiote, entraînant 

une simplification microbienne et privant notre patrimoine génétique microbien de réservoirs 

de gènes environnementaux potentiellement utiles pour s'adapter à des régimes alimentaires 

spécifiques. 

D'un point de vue évolutif, le microbiote humain a subi une importante coévolution avec 

son hôte humain durant des milliers d'années (Groussin et al., 2020). Cette coévolution des 
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espèces bactériennes du microbiote intestinal avec leurs hôtes humains, est façonnée par de 

nombreux facteurs, tels que la transmission interindividuelle, la proximité géographique et les 

changements alimentaires (Moeller et al., 2016). Des études sur l'évolution des espèces 

bactériennes intestinales ont permis d'identifier des espèces clés qui ont évolué avec l'homme 

et qui présentent des caractéristiques indiquant une dépendance à l'égard de l'hôte (Suzuki et 

al., 2022). Ces espèces clés jouent un rôle essentiel dans l'établissement de la relation 

symbiotique entre l'homme et son microbiote intestinal. Cependant, les changements de 

régime alimentaire au fil du temps peuvent avoir perturbé les signaux de codiversification, 

affectant potentiellement la composition, la diversité et les interactions des espèces 

microbiennes intestinales avec leur hôte humain (Sanders et al., 2023) La perte des signaux 

microbiens qui faisaient historiquement partie de la biologie humaine pourrait entraîner une 

mauvaise régulation de systèmes importants, y compris la fonction immunitaire, le 

métabolisme et la fonction du système nerveux central. Cette perte pourrait être un facteur 

causal ou contributif des nombreuses maladies chroniques non transmissibles actuellement en 

augmentation dans les sociétés industrialisées (E. D. Sonnenburg & Sonnenburg, 2019). Bien 

que certains changements soient réversibles, une étude utilisant des souris avec un microbiote 

humanisé a démontré que certaines altérations deviennent permanentes au fil des générations. 

En particulier, un régime pauvre en fibres entraîne une diminution progressive de la diversité 

microbienne intestinale au fil des générations, et la simple réintroduction de fibres alimentaires 

ne suffit pas à restaurer cette diversité (E. D. Sonnenburg et al., 2016). 

Dans ce contexte plusieurs bactéries intestinales essentielles pour l’équilibre du microbiote 

ont été identifiées. Plusieurs espèces du genre Bifidobacterium ont été exploitées 

commercialement en tant qu'agents probiotiques en raison des avantages qu'elles présentent 

pour la santé et de leur statut GRAS (statut de non innocuité) (Picard et al., 2005). Plus 

récemment, des espèces de Firmicutes tel que Faecalibacterium prausnitzii (Martín et al., 2017) 

et Roseburia intestinalis (C. Zhang et al., 2022) ont été qualifiées de probiotique de nouvelle 

génération pour leurs propriétés fonctionnelles tel que la production de butyrate. Les 

Bacteroides principalement pour leurs fonctions essentielles de dégradations des 

polysaccharides complexes font aussi l’objet de recherches approfondies. Par exemple, 

Bacteroides thetaiotaomicron est considérée comme une des bactéries avec un potentiel de 

dégradation si élevé qu’elle pourrait être considérée comme un potentiel probiotique (Ye et 
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al., 2021). Au-delà des fonctions de primo dégradation des Bacteroides, Bacteroides fragilis 

Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides intestinalis, Bacteroides uniformis et Bacteroides 

xylanisolvens ont été reconnues pour produire du GABA, un neurotransmetteur important pour 

la santé du système nerveux. (Otaru et al., 2021). L’innocuité d’une souche de Bacteroides 

fragilis a été évaluée, effectivement, le potentiel anti-inflammatoire de cette souche pourrait 

lui permettre d’être développée en tant que probiotique de nouvelle génération (H. Tan et al., 

2020). Enfin, Bacteroides xylanisolvens, a été approuvée comme un nouvel aliment ("novel 

food") et ingrédient alimentaire par l'EFSA (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and 

Allergies (NDA), 2015). Cette classification signifie que Bacteroides xylanisolvens peut être 

utilisée de manière sûre et efficace dans les produits alimentaires destinés à l’alimentation 

humaine. 

Notre stratégie expérimentale nous a permis de surmonter les difficultés liées aux 

conditions de cultures anaérobies de ces bactéries, et ainsi d’évaluer les composés au-delà de 

leurs effets sur les espèces du genre Bifidobacterium. Dans le cadre du projet RestorBiome, 

notre évaluation des composés s'est réalisée par une mesure in vitro de la stimulation de la 

croissance et de l'activité bactérienne, en utilisant un modèle simplifié de monoculture. Dans 

la seconde partie du projet, les composés retenus ont été évalués dans des systèmes plus 

complexes, avec un environnement très riche qui modélise l’écosystème intestinal d’individus 

obèses.  

Des modèles animaux in vivo pourraient permettre de contrôler étroitement l'intervention 

prébiotique. Les modèles expérimentaux dépourvus de microbiote intestinal, tels que les 

modèles de souris gnotobiotiques, offrent une puissance supplémentaire pour disséquer les 

mécanismes qui sous-tendent les interactions entre l'alimentation, les microbes et l'hôte 

(Delannoy-Bruno et al., 2021). La combinaison de modèles in vitro et in vivo peut être 

transposée à des études de cohortes humaines pour une application des prébiotiques en tant 

que stratégies nutritionnelles. 
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II. DE LA PREDICTION DES FONCTIONS DE DEGRADATION 

DES PREBIOTIQUES VERS LA NUTRITION 

PERSONNALISEE 

Traduire les découvertes de la recherche fondamentale sur le microbiote intestinal en 

interventions cliniques et/ou stratégies d'intervention représente un enjeu majeur pour 

l'amélioration de la santé publique. Il est désormais crucial, dans le cadre du concept de 

prébiotique, de concrétiser les promesses d'applications basées sur le microbiote par des 

bénéfices physiologiques tangibles. Pour y parvenir, le domaine du microbiote intestinal doit 

intensifier ses efforts en vue de développer des pratiques qui utilisent ou ciblent directement 

les bactéries (Clavel et al., 2022). Il est ainsi suggérer que l’impact nutritionnel d'un prébiotique 

sur la composition du microbiote intestinal et les activités métaboliques devrait être pris en 

compte dans les études d'intervention et dans les futures recommandations de santé publique 

(Delzenne et al., 2020). 

Dans notre étude, nous avons montré qu’il était possible sur la base de la connaissance des 

génomes bactériens et de la composition biochimique des glycanes, de prédire quelles allaient 

être les enzymes exprimées par les bactéries pour dégrader les glycanes. La récolte des selles 

est une pratique de plus en plus systématique dans des études d’intervention nutritionnelle. 

Pour aller plus loin il serait intéressant de mesurer dans des bases métagénomiques récoltées 

dans le cadre de supplémentation du régime en fibres, la prévalence des gènes codant pour 

les enzymes qui dégradent les fibres alimentaires. Cela suppose de connaitre la composition 

précise des fibres alimentaires présentent dans l’alimentation et que la prévalence des gènes 

qui codent pour les enzymes est corrélée avec leur expression. Toutefois, une telle preuve de 

concept permettrait de cibler précisément certaines espèces bactériennes, ou d’adapter le 

régime alimentaire aux fonctionnalités du microbiote intestinal d’un individu donné.  

Aujourd’hui, une telle stratégie se heurte à de nombreuses limites. La caractérisation 

phénotypique des fonctions de dégradation des bactéries anaérobies n’est pas toujours 

possible, puisqu’une grande partie des bactéries du microbiote ne peuvent être cultivées. 

Cependant, il convient de souligner que grâce à l'utilisation de la biologie synthétique et/ou 

de l'intelligence artificielle, nous pouvons prédire les propriétés fonctionnelles des bactéries 

qui n'ont pas encore été cultivées, en nous basant sur les données génomiques (Borkowski et 
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al., 2018; P. Kumar et al., 2022). Dans notre étude, un des critères de sélection des bactéries 

était un génome annoté disponible. C’est ce qui nous a permis ensuite d’utiliser des outils de 

prédiction.  

Par ailleurs, il est indispensable de pouvoir caractériser les fibres alimentaires au potentiel 

prébiotique pour prédire leur métabolisation par les bactéries intestinales. Leur nature physico-

chimique peut modifier leurs effets physiologiques (Gibson et al., 2017). La solubilité, le poids 

moléculaire, la nature des monomères et la complexité des structures chimiques doivent donc 

être caractérisés dans une telle stratégie nutritionnelle (Gill et al., 2021). Dans notre étude, nous 

nous sommes basés sur la littérature scientifique pour connaitre les liaisons osidiques du 

raffinose, ce qui a été suffisant pour prédire les enzymes impliquées dans sa dégradation.  

Jusqu'à présent, un grand nombre d'interventions alimentaires chez l'homme ont montré 

que les prébiotiques peuvent influencer la composition du microbiote intestinal. Cependant, 

les impacts sur la santé métabolique fluctuent grandement d'un individu à l'autre. Cette 

variabilité s'explique en partie par l'hétérogénéité intrinsèque du microbiome intestinal, tant 

au niveau de la composition taxonomique que des fonctions, indépendamment de l'état de 

santé de l'individu. Par conséquent, les "signatures" laissées par les interventions alimentaires 

sur le microbiome intestinal diffèrent largement (Human Microbiome Project Consortium, 2012; 

Lloyd-Price et al., 2017). La réponse irrégulière des individus aux prébiotiques a mis en évidence 

le fait qu'une intervention diététique peut être plus efficace et conférer un bénéfice pour la 

santé chez certains individus, identifiés comme répondeurs, que chez d'autres, identifiés 

comme non-répondeurs (Cunningham et al., 2021). Ce constat doit encourager la 

compréhension des facteurs qui déterminent les signatures microbiennes, pour mieux 

appréhender l’efficacité des interventions nutritionnelles à base de prébiotiques (Rodriguez et 

al., 2020; Spacova et al., 2020a). 

Les caractéristiques microbiennes normalisées, y compris la richesse génétique, la diversité 

microbienne et le typage CAZy, pourraient être utilisées pour prédire les réponses individuelles 

à diverses sources de glucides (Bedu-Ferrari et al., 2022). L'identification des caractéristiques 

spécifiques du microbiote intestinal permet de développer des stratégies nutritionnelles 

individualisées (Kok et al., 2023). En effet, il existe un intérêt significatif pour une approche 

personnalisée visant à réorienter les signatures microbiennes vers la santé. Afin d'améliorer 

l'efficacité des interventions, il a été suggéré d'identifier préalablement des biomarqueurs issus 
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du microbiome pour prédire et catégoriser les individus. Ces biomarqueurs pourraient servir 

de base pour transformer un non-répondeur en un répondeur en administrant des 

probiotiques qui contiennent les gènes fonctionnels manquants dans le microbiome d'un 

individu. Des études ont en effet suggéré que les signatures fondamentales du microbiote 

intestinal pourraient être utilisées comme indicateurs potentiels des réponses aux interventions 

alimentaires chez les patients atteints du syndrome métabolique (Rodriguez et al., 2020; 

Valdez-Palomares et al., 2021).  

Le microbiote peut influencer la physiologie de l'hôte et répondre à toute une série de 

facteurs environnementaux sans qu'il soit possible de comprendre le lien entre causalité et 

corrélation. En raison des différences individuelles, les interventions prébiotiques sont encore 

loin d'être convaincantes en termes de mesures de résultats dans le domaine de la santé 

métabolique. La variabilité du microbiome intestinal limite les applications des prébiotiques et 

complique la traduction des effets en résultats concrets. Les futures recherches sur les 

interventions alimentaires à court et à long terme pourraient améliorer la caractérisation des 

réponses microbiennes aux prébiotiques afin de fournir de nouvelles informations soutenant 

le développement de stratégies nutritionnelles de précision (Leeming et al., 2019). 

III. EXPLORATION DES SIGNATURES MICROBIENNES 

A L'AIDE DES TECHNOLOGIES -OMIQUES 

La conception d'une étude de profilage métabolique pour évaluer la fonctionnalité des 

prébiotiques nécessite des considérations minutieuses, telles que le choix de la plateforme 

analytique, parmi la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire hydrogène (RMN-H) et 

la spectrométrie de masse (SM) éventuellement couplée à la chromatographie liquide (LC-MS) 

ou à la chromatographie en phase gazeuse (GC-MS) (Scott et al., 2019). Dans cette étude, nous 

avons considéré une approche "top down" où aucune connaissance préalable n'a été 

appliquée. L'utilisation de la métabolomique LC-MS non ciblée a permis de capturer des 

informations holistiques liées à de multiples mécanismes significativement associés à la 

décomposition des sources de carbone. Cette technique à haut débit a constitué une stratégie 

puissante pour déchiffrer de nouveaux détails mécanistiques du métabolisme des glycanes afin 

d'obtenir une compréhension globale des activités de huit souches bactériennes. Néanmoins, 

la génération de grands ensembles de données rend les informations difficiles à analyser et à 
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résumer en une image claire qui dévoile les mécanismes sous-jacents à l'utilisation bactérienne 

des prébiotiques. Les défis associés aux données -omiques conduisent souvent à une 

exploration, une visualisation et une interprétation intensives. Le choix de la stratégie 

analytique est essentiel pour démêler les informations sur les analytes métaboliques fournies 

par les différents échantillons (Scott et al., 2019). Aujourd'hui, la recherche sur le microbiome 

intestinal bénéficierait considérablement de lignes directrices harmonisées pour les normes de 

traitement et les seuils de qualité, ainsi que d'une base de données conservée des métabolites 

bactériens (Han et al., 2021). 

Dans notre étude, l'analyse des signatures métaboliques bactériennes a été réalisée à partir 

d’une base de donnée publique avec une annotation de qualité variable comparée à une 

méthode d’annotation utilisant une base de données interne. L’utilisation de cette seconde 

méthode d’annotation nous a permis d’identifier des biomolécules qui peuvent 

potentiellement améliorer la santé physiologique et qui jouent un rôle dans les effets 

prébiotiques du raffinose. D’autre part, l’analyse du transcriptome de huit bactéries nous a 

permis de mettre en évidence une coordination de l’expression des gènes impliqués dans le 

métabolisme du raffinose. Tout comme pour la métabolomique, la qualité de l’annotation 

impact fortement nos capacités d’interprétation des résultats.  

L’intégration des données de métabolomiques couplées aux données de transcriptomiques 

pourraient nous permettre de mieux caractériser les interactions entre les prébiotiques et les 

bactéries. Ce type d’approche pourraient être utiles pour reconstruire une image du réseau 

métabolique utilisée par les bactéries lors de la dégradation d’un prébiotique. Dans ce contexte 

les avancées technologiques de machin learning peuvent apporter des solutions 

méthodologiques pertinentes (P. Li et al., 2022). 

Globalement, les technologies omiques nous fournissent une perspective holistique, 

générant une représentation globale ou une signature complète des systèmes biologiques. 

Cependant, l'étonnante profondeur de ces données nous permet également de se focaliser sur 

des phénomènes spécifiques qui se révèlent pertinents ou intrigants. Même si ces outils ne 

permettent pas une déduction directe des mécanismes d'action, ils fournissent un cadre solide 

pour guider de futures investigations. 

A titre d’exemple et de perspective, dans le cadre d’un appel à projet interne à l’unité 

Micalis, nous avons travaillé en collaboration avec l’équipe SyBER pour identifier de nouveaux 
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facteurs de transcription impliqués dans la dégradation du raffinose. Notre stratégie a consisté 

à étudier plus en détails les systèmes de régulation des CAZymes employées par Bacteroides 

thetaiotaomicron observés dans la dégradation du raffinose. En parallèle de l’analyse RNA-seq 

un système cell-free adapté à B. thetaiotaomicron a été développé dans un milieu minimal 

d’expression contenant un lysat cellulaire d’Escherichia coli complété par l’ARN polymérase de 

B. thetaiotaomicron, un tampon énergétique, des acides aminés ainsi que des régulateurs 

potentiels identifiés par RNA-seq. Des études précédentes ont montré des niveaux 

comparables de production d'ARNm et de protéines entre les conditions in vivo et en cell-free 

(Borkowski et al., 2020). Cette stratégie qui s’appuie sur une technologie innovante qu’est le 

cell-free ouvre la perspective d’évaluer avec un débit très élevé de grandes quantités de 

régulateurs impliqués dans la dégradation et le métabolisme des glycanes. Notre objectif était 

de reproduire des niveaux d’expression des CAZymes spécifiquement retrouvées lors des 

analyses de transcriptomique précédentes en présence de régulateurs transcriptionnels dans 

un modèle cell-free. 

IV. CONCEPTION DE STRATEGIES INDUSTRIELLES 

AXEES SUR LES PREBIOTIQUES 

En réponse aux enjeux grandissants affectant les systèmes d'approvisionnement 

alimentaire, la santé humaine et la biosphère, l’OMS a lancé une initiative pour la nutrition de 

2016 à 2025. La structure actuelle des systèmes alimentaires est dominée par des produits 

ultra-transformés et préparés, une diminution de la préparation domestique des aliments, et 

une consommation excessive de produits présentant des teneurs élevées en graisses saturées 

et sucres raffinés, mais pauvres en fibres alimentaires. L'Organisation Mondiale de la Santé 

suggère diverses actions pour contrecarrer ces tendances préoccupantes. Cela comprend la 

promotion d'une alimentation saine et durable, la diminution de la consommation de produits 

ultra-transformés et une régulation plus stricte de la publicité pour les produits alimentaires. 

Par ailleurs, un renforcement des systèmes de réglementation alimentaire est préconisé, par le 

biais, par exemple, de l'instauration de taxes sur certaines catégories d'aliments, ou de 

l'encouragement à la production et la consommation d'aliments locaux et de saison (Monteiro 

et al., 2018). Ces mesures visent à catalyser un changement positif dans les comportements 
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alimentaires, tout en préservant la santé humaine et en respectant la capacité de résilience de 

notre biosphère. 

Au-delà du contexte commercial des entreprises, ces changements dans les systèmes 

alimentaires représentent des facteurs qui impactent significativement leur stratégie globale. 

Ces facteurs représentent l’environnement externe de l’entreprise, qu’il soit politique (taxe), 

économique (modes de consommation), social (modèle plus local), technologique (produits 

innovants), légal (régulation) ou encore environnemental (impact écologique). 

L’environnement global dans lequel se trouvent les entreprises alimentaires évolue 

constamment. Bien qu’il semble aujourd’hui indispensable de changer le fonctionnement du 

système alimentaire pour le rendre plus durable et résiliant, nombreux sont les grands groupes 

d’entreprises alimentaires à dépenser une part significative de leur budget dans des 

campagnes de marketing faisant la promotion de l’hyperconsommation (Monteiro et al., 2018). 

Etant donné les habitudes de consommation, on peut suggérer que ces stratégies de marketing 

peuvent avoir un impact plus significatif sur le comportement de certains consommateurs que 

les recommandations nutritionnelles formulées par les agences de santé publique.  

Au-delà du marketing les entreprises s’adaptent aux changements externes en déployant 

des stratégies appropriées. Par exemple, plusieurs stratégies ont été développées pour 

modifier leurs produits et introduire de nouvelles offres avec des profils nutritionnels 

"améliorés" (Scrinis, 2016). Ces modifications visent à répondre aux préoccupations des 

consommateurs en matière de santé et à améliorer l'image de marque de ces entreprises. Il y 

a trois axes majeurs à considérer dans cette approche. Le premier est la révision de la 

composition des aliments visant à diminuer la quantité des éléments réputés néfastes tels que 

le sucre, le sel, et les lipides, ou à substituer ces composants par des alternatives moins 

délétères. Le second axe concerne l'adjonction de micronutriments pour compenser les 

insuffisances alimentaires, par exemple par l'incorporation de vitamines, minéraux ou d'autres 

nutriments essentiels. Enfin, le troisième axe porte sur la conception de produits dits 

"fonctionnels" qui prétendent offrir une nutrition optimisée et des bénéfices sanitaires, comme 

l'introduction de fibres, antioxydants ou probiotiques (Scrinis, 2016). 

Les stratégies commerciales des grandes entreprises agroalimentaires sont 

intrinsèquement liées à leurs orientations nutritionnelles. Elles font souvent usage d'allégations 

nutritionnelles et de santé pour valoriser leurs produits, en soulignant les atouts des produits 
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révisés, enrichis ou fonctionnels. Elles peuvent également établir des partenariats avec des 

organisations de santé ou des gouvernements afin d'améliorer leur image de marque. 

Toutefois, ces pratiques commerciales peuvent parfois être perçues comme trompeuses. Par 

exemple, le recours à des allégations nutritionnelles non régulées, comme les termes "naturel" 

ou "sain", peut induire les consommateurs en erreur. De la même manière, des produits 

peuvent être mis en avant comme étant "pauvres en matières grasses" ou "pauvres en sucre", 

alors qu'ils renferment des teneurs élevées d'autres ingrédients non-optimaux sur le plan 

nutritionnel (Scrinis, 2008). 

L’inclusion du concept de prébiotique dans les stratégies de recherche et de 

développement des entreprises agroalimentaires peut mener à la découverte de nouveaux 

ingrédients ou de nouvelles molécules ayant des propriétés bénéfiques pour la santé (Doré & 

Petiteau, 2017). Cela offre aussi l’opportunité de développer de nouveaux produits ou services 

personnalisés. L’utilisation du microbiote comme outil de stratification peut conduire à une 

offre plus adaptée aux consommateurs. Globalement cela offre une opportunité pour les 

entreprises de se différencier des standards de l’industrie, à condition que cette offre soit 

clairement perçue par les consommateurs, qu’elle ait été développée par l’entreprise et qu’elle 

soit économiquement viable.  

Les prébiotiques ont un rôle à jouer dans les stratégies futures de l’industrie 

agroalimentaire. Aujourd’hui, Le terme prébiotique est considéré comme une allégation de 

santé non spécifique. Cette allégation n'est autorisée que si elle est accompagnée d'une 

allégation de santé spécifique autorisée ou en attente en rapport avec l'action prébiotique 

(Regulation (EC) no 1924/2006, 2006). Toutefois, il parait important de protéger ce concept de 

certaines méthodes marketing contreproductives d’un point de vue santé et environnemental. 

Il pourrait être suggéré que pour bénéficier de l’allégation « prébiotique » certains critères de 

développement durable dans leur conception et leur formulation soient exigés.  
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CONCLUSION 

Les stratégies nutritionnelles basées sur les prébiotiques qui visent à modifier le microbiote 

intestinal pour améliorer la santé humaine nécessite l’étude des interactions entre les bactéries 

intestinales et les prébiotiques. Dans ce projet nous avons développé une méthode pour 

caractériser le potentiel prébiotique de plusieurs composés alimentaires, puis nous avons 

exploré finement les interactions entre les composés testés et une sélection de bactéries 

potentiellement bénéfique pour la santé. Notre stratégie de sélection des composés les plus 

prometteurs à révéler que l’acidification du milieu de culture bactérien était un indicateur 

pertinent de la métabolisation des prébiotiques par les bactéries. Pour le raffinose, un α-

galactooligosaccharide, une analyse transcriptomique a été réalisée. Elle a révélé que notre 

prédiction a priori, qui visait à déterminer quelles enzymes seraient impliquées dans la 

dégradation du raffinose en se basant sur une analyse génomique, s'est avérée efficace. Cette 

analyse nous a permis d’identifier des clusters de gènes spécifiquement exprimés, de façon 

coordonnée pour la dégradation du raffinose. Pour identifier les métabolites produits par les 

bactéries lors de la métabolisation du raffinose, une étude métabolomique non ciblée a été 

réalisée. Cette analyse nous a permis d’identifier des métabolites pouvant impacter 

positivement la santé humaine, et l’équilibre du microbiote intestinal. Globalement, l’ensemble 

de ces expériences ont montré que la décomposition des prébiotiques a été déterminée par 

l’affiliation phylogénétique des bactéries commensales. Pour découvrir les mécanismes des 

interactions dynamiques entre les prébiotiques et les bactéries commensales importantes pour 

la santé, des expériences in vitro avec un glycane dans deux consortia bactériens synthétiques 

ont été réalisées. Elles ont révélé que les sources de carbone influençaient les comportements 

temporels de la croissance bactérienne et des activités métaboliques. La préférence 

nutritionnelle des bactéries pour une source de carbone particulière suggère une adaptation 

nutritionnelle dans le cadre d'interactions trophiques complexes allant de la coopération à la 

compétition. Une compréhension de la croissance bactérienne, des activités métaboliques et 

des mécanismes moléculaires qui sous-tendent la métabolisation des prébiotiques semble 

impérative pour la formulation d'aliments fonctionnels.  
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DONNEES SUPPLEMENTAIRES 

 

Figure 44 : Nombre de répétition réalisées en monocultures 

Le nombre de répétition des combinaisons bactérie/composé est indiqué par le chiffre à l’intersection 

des deux axes. 
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Tableau 5 : systèmes qPCR permettant de quantifier spécifiquement les bactéries sur la base 

d'amorces et de sondes ciblées sur le gène de l'ARNr 16S. 

  Cible  Primer/sonde Séquence 5'-3' Référence 

S
y
st

è
m

e
 T

a
q

M
a
n

 

Toutes les bactéries 

F_Bact 1369 

R_Prok 1492 

P_TEM1389F 

CGGTGAATACGTTCCCGG 

TACGGCTACCTTGTTACGACTT 

CTTGTACACACCGCCCGTC 

(Mayeur et al., 

2013) 

 

B. intestinalis 

B. xylanisolvens 

B. uniformis 

B. thetaiotaomicron 

B. fragilis 

F_Bacter11 

R_Bacter08 

P_Bac303 

CCTWCGATGGATAGTGGTT 

CACGCTACTTGGCTGGTTCAG 

AAGGTCCCCCACATTG 

B. adolescentis 

B. catenulatum 

F_Bifid09c 

R_Bifid06 

P_Bifid 

CGGGTGAGTAATGCGTGACC 

TGATAGGACGCGACCCCA 

CTCCTGGAAACGGGTG 

S. variabile 

F_Clept09 

R_Clept08 

P_Clep01 

CCTTCCGTGCCGSAGTTA 

GAATTAAACCACATACTCCACTGCTT 

CACATTAAGTAATCCACC 

Blautia hansenii  

F_Bhan 

R_Bhan 

P_Bhan 

GACTAAGAAGCCCCGGCTAAC 

AACGCTTGCCCCCTACGT 

TGCCAGCAGCCGC 

Dans cette 

étude 

S
y
st

è
m

e
 S

Y
B

R
 

E. rectale 
s-Erec-F 

s-Erec-R 

TTCTGACCGGTACTTAACCGTACC 

TTTGCTCGGCTTCACAGCTTT 

(Kurakawa et 

al., 2015) 

F. prausnitzii  
F_Fprau07 

R_Fprau02 

CCATGAATTGCCTTCAAAACTGTT 

GAGCCTCAGCGTCAGTTGGT 

(Mayeur et al., 

2013) 

R. intestinalis 
RrecF 

Rrec630mR 

GCGGTRCGGCAAGTCTGA 

CCTCCGACACTCTAGTMCGAC 

(Walker et al., 

2005) 
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Figure 45 : Contrôle qualité des composés RFO de Green-Cell par RMN 

Une méthode de résonnance nucléaire a été utilisée pour comparer les spectres des extraits de RFO 

produits par Green-Cell. (A) Deux composés RFO extrais à des concentrations d’éthanols différentes ont 

été comparés entre elles dans le but de mesurer l’impact sur leur composition. Les composés ont été 

ensuite comparés à : (A) deux standards de monosaccharides (galactose et glucose) ou (B) un standard 

de disaccharide (sucrose). Le déplacement chimique sur l’axe des abscisses est exprimé en parties par 

millions (ppm). 
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Figure 46 : Taux de variation des quantités bactériennes entre t0 et t24 mesuré par qPCR 

Le taux de variation exprimé en pourcentage est le résultat des concentrations bactériennes 

mesurées par qPCR, tel que (qT24-qt0)/qT24*100.  
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Figure 47 : ACP en présence de la variable qPCR et description des dimensions 1 et 2 (variables 

quantitatives) 
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Figure 48 : Profils de fermentation basés sur les acides gras à chaîne courte produits par les 

bactéries bénéfiques pour la santé 

Les concentrations d'acides gras à chaîne courte sont exprimées en mM. Les diagrammes à barres 

représentent la somme des moyennes globales de l'acétate, du propionate et du butyrate. 



268 

 

Tableau 6 : Résultats de la clusterisation des variables quantitatives des données de monocultures 

par la méthode Ward.d2 
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Tableau 7 : Résultats de la clusterisation des variables qualitatives des données de monocultures par la 

méthode Ward.d2 
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Tableau 8 : Description de la dimension 1 de l’ACP 
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Tableau 9 : Description de la dimension 2 de l’ACP 
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Figure 49 : Heatmaps pour chaque phylum avec une clusterisation basée sur les conditions 

Pour chacune des heatmap le pH est exprimé en valeur absolue. Les individus ont été regroupés par 

conditions. C’est seulement ensuite qu’une clusterisation a été réalisée à l’aide du package 

ComplexHeatmap et de la fonction row_split. Cela nous permet de forcer la clusterisation selon la 

variable condition. Ensuite on peut analyser comment les conditions se rapprochent ou se séparent les 

unes des autres. Une heatmap a été réalisée pour chaque phylum, on retrouve les (A) Actinobacteria, (B) 

les Firmicutes et (C) les Bacteroidetes.  
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Tableau 10 : Description des variables qualitatives et quantitatives du cluster positif retrouvé dans 

la heatmap des Actinobacteria (Figure 49A) 
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Tableau 11 : Description des variables qualitatives et quantitatives du cluster positif retrouvé dans 

la heatmap des Firmicutes (Figure 49B) 
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Tableau 12 : Description des variables qualitatives et quantitatives du cluster positif retrouvé dans 

la heatmap des Bacteroidetes (Figure 49C) 
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Figure 50 : Données supplémentaires, paramètres de croissance et de fermentation après 12h de 

culture 

(A) Concentrations d’ARN et d’ADN après 12h de culture, et le numéro d’intégrité des ARN (RIN). (B) 

Mesure de la variation de densité optique (haut) et de pH après 12h de culture. (C) Quantification des 

AGCC (GC-FID) après 12h de culture. 
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Tableau 13 : Liste des GH communes retrouvés dans le top 100 des gènes surexprimés,  

Les données ont été extraites de la base de données CAZY.org (07/2023) pour renseigner les activités des GH susceptibles de participer à la dégradation du 

milieu MM-raffinose. Les lignes colorées en vert correspondent au GH prédites a priori avec l’annotation DBCAN2. 
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Figure 51 : Expression différentielle des gènes  présents dans l’environnement des CAZymes 

surexprimées d’un fold change >2contenus dans les CGC  

L’expression différentielle (fold change) de gènes au sein des CGC chez Bifidobacterium adolescentis. La 

première colonne donne l’identifiant du CGC (DBCAN2), la deuxième donne la valeur du fold change 

(log2) et la dernière renseigne le type de protéines codées par les gènes. CE : carbohydrate esterases, 

GH : glycoside hydrolase, GT : glycosyltransférases, PL : polysaccharide lyases, STP : protéine de 

transduction du signal, TC : transporteurs, TF : facteur de transcription. 
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Figure 52 : Mesures des paramètres de croissance et de fermentation après 24h de culture des 

bactéries testées en LC-MS 

Pour chaque bactérie la variation de densité optique et la variation de pH après 24h de culture dans des 

MM-sans sucre, glucose et raffinose sont représentées sur chaque histogramme (n=6). 



280 

 

 

Figure 53 : Liste des différents transporteurs différentiellement exprimés dans les clusters CGC pour notre sélection de bactéries.  

L’identifiant des CGC est présenté sur la gauche, les valeurs de fold-change exprimées en log2 sont représentées par la variation de couleur dans la colonne 

centrale. La colonne de droite représente le type de transporteur. 
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Figure 54 Liste des différents facteurs de transcription différentiellement exprimés dans les clusters CGC pour notre sélection de bactéries.  

L’identifiant des CGC est présenté sur la gauche, les valeurs de fold-change exprimées en log2 sont représentées par la variation de couleur dans la colonne 

centrale. La colonne de droite représente le type de facteur de transcription. 
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Figure 55 : Résultats de croissance et de production d’AGCC dans la coculture de 

Subdoligranulum variabile et Bacteroides intestinalis dans 3 conditions de supplémentation. 

(A) Comparaison du taux de variation de la croissance de Bacteroides intestinalis en monoculture et en 

coculture avec Subdoligranulum variabile exprimé en pourcentage. (B) Comparaison du taux de variation 

de la croissance de Subdoligranulum variabile en monoculture et en coculture avec Bacteroides 

intestinalis exprimé en pourcentage. (C) Concentration des AGCC mesurés dans le surnageant des 

monocultures de Bacteroides intestinalis (Bi) et de Subdoligranulum variabile (Sv), et de la coculture. 


