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Résumeé

Le lisier de porc contient des estrogénes et des phytoestrogénes qui peuvent agir
comme perturbateurs endocriniens dans I’environnement. Ce type de molécule perturbe le
systeme endocrinien des animaux en interférant dans le mécanisme de reconnaissance des
hormones. L’objectif principal de ce projet était d’isoler et de caractériser des bactéries
capables de dégrader 1’équol. L’équol est le phytoestrogéne ayant la plus grande activité
estrogéniqueet provient de la dégradation bactérienne de la daidz€ine, un isoflavone, par
la flore intestinale du porc. Trois enrichissements différents ont €té effectués, soit un
enrichissement a faible concentration d’équol (10 ppm), un enrichissement a haute
concentration d’équol (100 ppm) et un enrichissement a haute concentration d’équol (100
ppm) et contenant du lisier de porc. Un isolement sur gélose a ensuite ét€ effectué pour
chaque enrichissement. Les isolats obtenus ont été testés quant a leur capacité a dégrader
I’équol. Pour I’enrichissement 2 faible concentration d’équol, les isolats 9.1, 11.1, 11.2,
13.2 et 13.3 (tous de I’espéce Arthrobacter protophormiae) dégradaient 1’équol. Pour
I’enrichissement a4 haute concentration d’équol, les isolats 6.1 (Serratia marcescens),
9.1.2 et 15 dégradaient faiblement I’équol en milieu riche mais non en milieu minimal.
Pour I’enrichissement & haute concentration d’équol contenant du lisier, les isolats 6.1.1
(Pseudomonas), 9.2.1.1 (Klebsiella oxytoca) et 10.1.1.1 (Citrobacter farmeri) dégradaient
rapidement 1’équol. Pour les 3 isolats de I’enrichissement a haute concentration d’équol
contenant du lisier, la dégradation de I’équol était accompagnée d’une baisse
d’estrogénécité. Aucun intermédiaire de dégradation n’a pu étre observé pour les isolats
du troisieme enrichissement dégradant I’équol. A notre connaissance, c’est la premiére

fois que des isolats capables de dégrader I’équol ont €t€ obtenus en culture pure.
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Introduction

Le lisier de porc contient des quantités importantes d’estrogénes et de
phytoestrogénes. Les concentrations d’estrogénes (17p-estradiol, estrone) présents dans le
lisier sont de I’ordre du pg/l (Fine et al., 2003; Furuichi et al., 2006). L’équol est un
phytoestrogéne qui se retrouve dans le lisier a des concentrations de 1’ordre du mg/] et
provient de la dégradation bactérienne de la daidzéine, un phytoestrogéne (Furuichi et al.,
2006). Lorsque ces substances se retrouvent dans I’environnement, elles peuvent causer
de nombreux problémes a la faune comme !’intersexualit¢ ou des malformations du
syst¢éme génital des males (Flammarion et al., 2000; van Aerle et al., 2001). Ces effets
peuvent €tre causés par des concentrations environnementales d’estrogéne de 1’ordre du
ng/l (Routledge et al., 1998).

Des traitements ont ét€ développés afin de diminuer la charge en polluants du
lisier. Le lisier contient plusieurs composés potentiellement polluants comme le
phosphore, I’azote, la matiere organique, les organismes pathogénes et les odeurs. Par
contre, ce n’est que récemment que les chercheurs ont commencé a s’intéresser au sort
des perturbateurs endocriniens dans le lisier. Les quelques €études traitant de ce sujet
rapportent que les estrogénes sont partiellement dégradés mais qu’ils restent présent a des
concentrations pouvant affecter ’environnement (Furuichi et al., 2006; Shappell et al.,
2007).

Les phytoestrogeénes sont surtout étudiés par rapport a leur transformation et leur
absorption au niveau du systeme digestif humain. Le sort de ’équol dans le lisier est un
sujet peu étudi€ dans la littérature. L’équol a été€ dosé et sa contribution a I’estrogénécité

totale du lisier a été évaluée (Furuichi et al., 2006). Par contre, les bactéries responsables
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de sa dégradation sont inconnues. Les intermédiaires de dégradation de 1’équol sont aussi
inconnus.

L’objectif initial de ce projet était de comparer ’efficacité de différents
traitements pour le lisier par rapport a leur capacité a dégrader les estrogénes et I’équol.
Un protocole d’extraction en phase solide suivi d’un dosage au LC-MS-MS ont été
utilis€s pour mesurer les concentrations d’estrogeénes du lisier. Malheureusement, la
sensibilité obtenue n’était pas assez grande pour permettre le dosage des estrogénes. A
cause de contraintes de temps, cette partie du projet a été abandonnée. Le projet a donc
été réorienté vers I’isolement et la caractérisation de bactéries capables de dégrader
I’équol. Trois enrichissements en présence d’équol ont été effectués. L’équol était la
seule source de carbone des enrichissements (sauf lorsque du lisier était ajouté au milieu).
Les conditions des 3 enrichissements étaient 10 ppm d’équol, 100 ppm d’équol et 100
ppm d’équol dans un mélange de milieu minimal et de lisier. L’utilisation de 10 ppm
d’équol a été faite pour se rapprocher des concentrations retrouvées dans le lisier. Les
hautes concentrations d’équol étaient utilisées pour essayer d’isoler des bactéries utilisant
I’équol comme seule source de carbone. Le lisier a €té utilis€ comme apport nutritionnel
additionnel au cas ou la croissance de certaines bactéries nécessiterait des nutriments
absents du milieu minimal. La capacité¢ a dégrader 1’équol des isolats obtenus a été
mesurée au HPLC-UV. La variation d’estrogénécité a été évaluée a I’aide du test YES.
Finalement, des intermédiaires de dégradation ont été recherchés par spectrométrie de

masse en tandem en utilisant de I’équol marqué au deutérium.
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1 Revue de littérature

1.1 Estrogénes

Les estrogénes sont des hormones stéroidiennes présentes chez les espéces de
I’embranchement des vertébrés, ce qui inclut les mammiferes, les oiseaux, les reptiles, les

amphibiens, les tél€ostéens, les élasmobranches et les protochordés (Simpson, 2003).

1.1.1 Syntheése, circulation et métabolisme des estrogénes dans le
corps

Les estrogenes sont synthétisés par une série d’enzymes qui forment la voie
métabolique de la st€roidogenése (Lintelmann er al., 2003). Cette voie métabolique
commence par la transformation du cholestérol en progestagénes (molécules a 21
carbones). Les progestagénes sont ensuite utilisées dans la production d’androgénes
(molécules a 19 carbones). Les androgénes peuvent finalement étre transformés en
estrogénes par le cytochrome P450 aromatase (Simpson, 2003). Cette étape peut se
dérouler au niveau des tissus spécialisés comme la granulosa des follicules ovariens, le
placenta et les testicules (Lange et al.,, 2002). Cette réaction peut aussi se produire 2
Iintérieur de tissus non endocriniens comme le foie, le cerveau, les tissus adipeux et les
fibroblastes (Savas et al., 1993; Zhu et Conney, 1998).

Les estrogénes sont des molécules hydrophobes. Environ 98% des estrogénes
circulant dans le sang sont liés a des molécules. La majeure partie est liée a des protéines
servant a leur circulation («sex hormone binding globuline » ou SHBG) et une petite
quantité est liée a ’albumine du sérum. Seul le 2% restant est libre et a une activité

biologique (Lintelmann et al., 2003).



Les estrogénes sont métabolisés principalement par le foie. Les estrogénes sont
d’abord inactivés (ajout d’un groupement hydroxyle, oxydation, O-méthylation,
épimérisation) et ensuite un groupement glucuronide, sulfate ou un glucide leur sont
ajoutés. Ces groupements chimiques augmentent leur solubilité dans 1’eau et permettent
leur excrétion par les reins dans |’urine. L’estradiol peut aussi étre estérifi€é mais cette
modification n’inactive pas la molécule et sert plutét comme forme de stockage pouvant

étre libérée ultérieurement (Lange et al., 2002; Lintelmann et al., 2003).

1.1.2 Caractéristiques physico-chimiques des estrogénes

Les estrogénes naturels sont des molécules tétracycliques ayant un cycle
aromatique dans leur structure. La structure chimique des différents estrogénes naturels

se retrouve a la figure 1.



Estrone 17a-estradiol

HC  OH

17B-estradiol Estriol

Figure 1. Structure chimique des estrogenes naturels libres (Hutchins et al., 2007).

Les estrogénes conjugués ont un groupement sulfate ou glucuronide sur leur
groupement hydroxyle ou phénoxy (Hutchins et al., 2007). 1l existe donc de nombreuses
formes d’estrogénes conjugués. Les estrogénes conjugués qui ont été étudiés lors de ce

projet se retrouvent a la figure 2.
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Figure 2. Structure chimique des estrogénes conjugués étudiés lors de ce projet. Les
molécules conjuguées a un groupement sulfate sont représentées sous forme de sel de
sodium (Hutchins et al., 2007).

Certaines caractéristiques des estrogénes €tudi€s se retrouvent au tableau 1. La
solubilité dans I’eau des estrogénes conjugués n’est pas rapportée dans la littérature. Par
contre, ils seraient plus solubles dans I’eau que les estrogenes libres (Hutchins et al.,

2007).



Tableau 1. Caractéristiques des différents estrogénes libres et conjugués (Sigma-Aldritch,
; Lee et al., 2003).

Estrogéne Poids moléculaire Solubilité dans Ieau
(mg/l)
Estrone 270,4 13
170a-estradiol 2724 ND
17B-estradiol 2724 13
Estriol 2884 32
B-estradiol 3{-(B-D- 4475 ND
glucuronide)
B-estradiol l?-(B-D- 4475 ND
glucuronide)
Estrone 3-sulfate 445,5 ND
B-estradiol 3-sulfate 3514 ND

ND, non disponible.

1.1.3 Mécanisme d’action intracellulaire des estrogénes

Les estrogenes agissent sur certains tissus en induisant ou inhibant I’expression de
certains génes. Pour produire leur effet, ces hormones doivent interagir avec des
récepteurs intracellulaires. Les estrogenes circulant librement dans le sang commencent
par pénétrer dans la cellule par diffusion passive a travers la membrane cellulaire
lipidique. Les hormones vont ensuite entrer en contact avec un récepteur d’estrogéne
(ER) situé dans le cytosol. Sous forme libre (sans estrogéne), les ER sont liés a des
protéines qui leur donnent une conformation inactive. La liaison du récepteur 2 un
estrogéne provoque la dissociation du récepteur et de ses protéines ce qui cause une

modification de sa forme pour devenir actif. Le récepteur actif va migrer vers le noyau ou

il ira se lier a certaines séquences spécifiques d’ADN, les éléments de réponse aux



estrogénes (ERE, «estrogen response element») . Cette liaison va amener des
changements de conformation de I’ADN qui vont causer une activation ou une inhibition
de la synthése de certaines protéines (Lintelmann et al., 2003). Ce mécanisme de réponse
aux hormones est semblable pour toutes les hormones stéroidiennes.

I existe deux sous-types de ER nommés ERa et ERB (Kuiper et al., 1996). Un
autre sous-type, ERy, a méme été découvert chez Micropogonias undulatu, une espéce
de poisson téléostéen (Hawkins et al., 2000). Ces sous-types se retrouvent dans différents
tissus en différentes proportions. De plus, ils présentent des affinités différentes a divers
ligands. Par exemple, ’ERB lie plus facilement les phytoestrogénes que I'ERa (Kuiper et
al., 1997). Différentes molécules a effets estrogéniques auront donc des effets variables

selon les tissus affectés.

1.1.4 Effets physiologiques des estrogenes

Les estrogénes sont responsables de 1’apparition des caractéristiques sexuelles
secondaires chez la femelle et de la régulation de la reproduction. Les estrogénes
stimulent la prolifération cellulaire dans certains tissus tel les seins et ’'utérus (Zhu et
Conney, 1998). L’exposition prolongée de ces tissus a des doses excessives d’estrogéne
serait une des causes des cancers liés aux estrogeénes (Lintelmann et al., 2003).

Les estrogenes contrlent divers processus physiologiques qui ne sont pas liés au
sexe. La densité osseuse semble étre contrdlée en partie par les estrogeénes (Schiessl et al.,
1998). Les estrogénes ont un effet sur la concentration des lipides dans le sang,
influencent les systtmes de coagulation et fibrinolytique et affectent la production

d’oxyde nitreux et de prostaglandine qui sont des molécules ayant un effet vasomoteur



(Mendelsohn et Karas, 1999). Le syst¢me cardiovasculaire est donc aussi

influencé par les estrogénes.

1.1.5 Le lisier de porc comme source d’estrogénes

en partie

Les porcs produisent naturellement des estrogenes et les excrétent principalement

par voie urinaire sous forme de 17B-estradiol, d’estrone et d’estriol sous forme conjuguée

(Hanselman et al., 2003). Les éleveurs conservent les excréments et 1’urine des porcs

ensemble et ce mélange s’appelle «lisier». Le lisier est beaucoup plus concentré en

estrogene que les eaux usées. Le tableau 2 compare la charge en différents estrogénes du

lisier et des eaux usées.

Tableau 2. Concentration des estrogenes libres dans le lisier de porcs et dans les eaux

usées municipales (avant traitement).

Estrogeéne

Lisier (ng/l)

Référence

Eaux usées

Référence

(Fine et al.,

(Servos et al.,

2200-3000 ng/1 2003) 15,6 ng/l 2005)
. (Furuichi et al., (Baronti et al.,

17B-estradiol 1000-1500 ng/1 2006) 16 ng/l 2000)
(Andersen et

15,8 ng/l al., 2003)

9600-24900 (Fine et al., 49 ne/l (Servos et al.,

ng/l 2003) & 2005)
(Furuicht et al., (Baronti et al.,

Estrone 5200-5400 ng/l 2006) 71 ng/l 2000)
65,7 ng/l (Andersen er

al., 2003)

*Tableau tiré de Isabelle, 2007.




1.1.6 Dégradation bactérienne des estrogénes

Plusieurs espéces et genres bactériens ainsi que certains mycetes capables de
dégrader les estrogénes ont été identifiés. Une revue détaillée du sujet peut étre retrouvée
dans le mémoire de Martine Isabelle (Isabelle, 2007). Une bactérie du genre
Novosphingobium a été€ isolée de boues activées d’une station d’épuration des eaux de
Tokyo et est capable de dégrader le 17B-estradiol (Fujii et al., 2002). Deux souches du
genre Rhodococcus capables de dégrader le 17B-estradiol ont été isolées a partir d’un
enrichissement en présence de 17B-estradiol ayant été inoculé avec un échantillon de
boue activée et sont (Yoshimoto et al., 2004). Un autre enrichissement fait en présence de
17B-estradiol a permis d’isoler deux bactéries, Achromobacter xylosoxidans et Ralstonia
picketii, qui sont capables de dégrader le 17B-estradiol et I’estrone (Weber et al., 2005).
La bactérie Denitratisoma oestradiolicum a été isolée de boues activées. En condition
dénitrifiante, elle est capable de d’utiliser le 17B-estradiol comme seule source de carbone
et de le dégrader totalement en eau et en CO, (Fahrbach et al., 2006). Trois isolats ont été
isolés d’un microcosme contenant du sable marin dans lequel des estrogénes étaient la
seule source carbone. Ces isolats appartenaient aux genres Acinetobacter, Agromyces et
Sphingomonas peuvent dégrader le 17B-estradiol. De plus, la bactérie du genre
Sphingomonas pouvait aussi dégrader I’estrone (Ke et al., 2007). Une autre €tude a
permis d’isoler 14 souches capables de dégrader le 17B-estradiol. Ces souches
appartiennent a 8 différents genres soit Aminobacter, Brevundimonas, Escherichia
Flavobacterium, Microbacterium, Nocardioides et Sphingomonas (Yu et al., 2007). Les
boues nitrifiantes ont aussi la capacité de dégrader les estrogénes. De ces boues, la
bactérie Nitrosomonas europaea a été isolée. Cette bactérie a la capacité de dégrader le

17B-estradiol, I’estrone, I’estriol et I’éthinylestradiol (Shi et al., 2004).



1.2 Perturbation endocrinienne

Les perturbateurs endocriniens (PE) sont une classe de molécules ayant un effet
sur le systtme endocrinien. Cette classe de composés a longtemps été ignorée car,
traditionnellement, 1’écotoxicologie ne considérait pas le fait que certaines substances
présentes en infimes quantités puissent avoir des effets physiologiques. Ce domaine
d’étude s’est développé trés récemment et a une vitesse impressionnante (Matthiessen,
2003). Les PE estrogéniques sont les plus étudiés dans la littérature et ce mémoire se

concentre uniquement sur ce type de molécules.

1.2.1 Types de perturbateurs endocriniens estrogéniques

Il existe différents types de PE estrogéniques. Les estrogénes naturels sont des
hormones stéroidiennes synthétisées et excrétées par les animaux. Ces estrogénes sont le
17B-estradiol, le 17a-estradiol, I’estrone et I’estriol. Il existe aussi des estrogénes de
synthése comme I’éthinylestradiol et le diéthylstilbestrol.

Les xénoestrogenes sont des substances qui ne se retrouvent pas dans la nature et
qui ont un faible potentiel estrogénique. Ce groupe de PE inclut certains pesticides
organochlorés (méthoxychlore, endosulfane), le pentachlorophénol (PCP), les biphényles
polychlorés (BPC), le bisphénol A, les alkylphénols et certains produits pharmaceutiques
(Ibarreta et al., 2001).

Les phytoestrogénes sont des molécules naturellement produites par les plantes et
qui possedent une activité estrogénique faible. Les phytoestrogénes sont séparés en trois
classes principales : les isoflavones (daidzéine, génistéine), les coumestans (coumestrol)

et les lignanes (marairésinol, entérodiole). Il existe aussi des substances légérement



estrogéniques présentant d’autres types de structure (B-sitostérol, resvératrol) (Ibarreta et

al., 2001).

1.2.2 Modes d’action des perturbateurs endocriniens

Les perturbateurs endocriniens présentent différents mécanismes d’action. La
majeure partie des perturbateurs endocriniens connus fonctionne par interaction agoniste
avec le récepteur ce qui active directement la voie signalétique (Lintelmann et al., 2003).
Les perturbateurs endocriniens n’ont pas tous la méme affinité pour les récepteurs et la
méme capacité a activer les récepteurs. De plus, I’affinité du récepteur pour les
estrogénes varie selon I'espéce, I'individu et méme selon les cycles biologiques des
individus (Stern et Vaughan, 1987). Il existe aussi des composés antagonistes qui
empéchent les molécules agonistes de se fixer aux récepteurs. L’inhibition peut se faire
de maniere compétitive en se liant au site actif du récepteur ou de maniere indirecte en se
liant a un autre site ce qui diminue I’efficacité du récepteur (Lintelmann et al., 2003). Les
PE peuvent aussi faire varier la concentration d’hormone par différents mécanismes. Les
PE peuvent affecter directement certaines réactions enzymatiques qui servent a la
synthése ou a la dégradation des hormones endogénes. Certains PE induisent la synthése
d’enzymes servant a la métabolisation des hormones. Certains PE peuvent aussi se lier

aux molécules qui transportent les estrogénes endogenes ce qui fait augmenter la fraction

d’estrogénes libres (Cheek et al., 1998).

1.2.2.1 Effets des perturbateurs endocriniens sur I’environnement

La présence de perturbateurs endocriniens dans ’environnement engendre des
modifications physiologiques chez divers animaux (Taylor et Harrison, 1999). Plusieurs

invertébrés ont été touchés. Chez les mollusques, le tributylétain a causé de graves
10



dommages a des populations de gastéropodes et est a I’origine d’un phénomeéne appelé
“imposex” (Oehlmann et al., 1996). La terme « imposex » est utilisé pour nommer un
mollusque qui développe des organes ou tissus de I’autre sexe.Chez les crustacés, des cas
d’intersexualité ont été rapportés chez des copépodes situés a proximité de rejets d’égouts
(Moore et Stevenson, 1991; Moore et Stevenson, 1994). Un individu intersexuel présente
des caractéristiques de D’autre sexe. Par exemple, un male peut présenter des oocytes
(type cellulaire présent uniquement chez les femelles) au niveau des gonades. Les
vertébrés sont aussi touchés.

Les effets des PE chez les poissons sont plus étudiés car certaines populations
vivent directement dans des eaux a forte concentration de PE. Ces organismes présentent
aussi des cas d’intersexualité (Jobling er al., 1998; van Aerle et al., 2001; Vigano et al.,
2001). Les poissons méles présentent dans certains cas des malformations au niveau des
testicules (Flammarion et al., 2000). Un autre effet des perturbateurs endocriniens sur les
poissons males est la synthese de vitellogénine (Flammarion et al., 2000). Cette protéine
est normalement synthétisée chez la femelle dans la période précédant la ponte et est
stockée dans le vitellus des ceufs. Les males ne synthétisent cette protéine qu’en présence

d’estrogeénes exogenes.

1.3 Phytoestrogénes

Les phytoestrogénes sont des composés produits par les plantes et ayant une
activité estrogénique. Certains de ces compos€s sont des phytoalexines qui servent a la
défense des plantes contre les virus, les bactéries, les champignons et les insectes. Chez
les légumineuses, certains phytoestrogénes servent aussi d’agents chimiotactiques pour

attirer des espéces spécifiques de rhizobium aux racines de la plante (Ibarreta et al.,
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2001). Ces composés sont principalement divisés en 3 classes soit les isoflavones, les

coumestans et les lignanes (Kurzer et Xu, 1997).

1.3.1 Sources alimentaires et structures chimiques des
phytoestrogénes

Le soya est une importante source d’isoflavones. Les légumineuses, le tréfle et le
paturin sont aussi des sources d’isoflavones. Les 3 principaux isoflavones du soya se
retrouvent sous plusieurs formes. Les formes non conjuguées (ou aglycones) sont la
daidzéine, la génistéine et la glycitéine. Ces 3 isoflavones se retrouvent aussi sous forme
de glucoside (daidzine, génistine et glycitine), acétylglucoside et malonylglucoside. La

structure des différents types d’isoflavones se retrouve 2 la figure 3.
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Isoflavone R; R: R3 Ry Rs
Daidzein H H OH OH H
Genistein OH H OH OH H
Glycitein H OCH; OH OH H
Daidzin H H O-glucoside OH H
Genistin OH H O-glucoside OH H
Glycitin H OCH; O-glucoside OH H
Formononetin H H OH OCH;, H
Biochanin A OH H OH OCH; H

Figure 3. Structure de différents isoflavones (Kurzer et Xu, 1997).

Les coumestans (coumestrol et 4’-méthoxycoumestrol) se retrouvent dans la
luzerne, le tréfle et d’autres types de fourrage pour animaux. La structure des coumestans

se retrouve a la figure 4.
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Coumestan R, R,

Coumestrol OH OH

4’ -methoxycoumestrol OH OCH;

Figure 4. Structure de différents coumestans (Kurzer et Xu, 1997).

Les graines oléagineuses sont la plus grande source de lignane végétal (Kurzer et
Xu, 1997). Les produits céréaliers, les fruits et les légumes en sont aussi des sources
importantes (Milder et al., 2007). 1l existe une grande variété de lignanes chez les plantes
mais peu sont convertis en entérolignane (entérodiol et entérolactone) par la flore
intestinale. Les lignanes précurseurs des entérolignanes sont le sécoisolaricirésinol, le
matairésinol, le laricirésinol et le pinorésinol (Heinonen et al, 2001). Seuls les
entérolignanes sont absorbés par le corps. La structure des principaux lignanes se

retrouve 2 la figure 5.
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O H
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Secoisolariciresinol Matairesinol

CH,OH

OH OH
Enterodiol Enterolactone

Figure 5. Structure de différents lignanes (Kurzer et Xu, 1997).

1.3.2 Effets physiologiques des phytoestrogénes

Les phytoestrogénes peuvent influencer la synthése et la disponibilité des
estrogeénes a I’intérieur du corps. Certains phytoestrogénes ont un effet inhibiteur sur les
aromatases qui transforment les androgénes en estrogénes. De plus, les phytoestrogénes
stimuleraient la sécrétion de SHBG («sex hormone-binding globulin» qui est la protéine
qui lie les estrogénes dans le sang) ce qui diminuerait la disponibilité des estrogénes mais
augmenterait le temps que ceux-ci prennent a étre éliminés du corps (Brzezinski et al.,
1997).

Les phytoestrogeénes ont un effet sur le cycle hormonal des femmes. L’ingestion

de phytoestrogénes semble allonger le cycle menstruel chez les femmes pré-ménopausées
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(Kurzer et Xu, 1997). Chez les femmes ménopausées, la consommation de
phytoestrogénes diminue les effets de la ménopause (Brzezinski et al., 1997; Kurzer et
Xu, 1997). Cet effet pourrait &tre dii & I’activité estrogénique des phytoestrogénes qui
remplacerait celle des estrogénes manquants chez les femmes ménopausées (Bingham et
al., 2007).

Les phytoestrogénes protégeraient contre certaines maladies. La prise de
phytoestrogéne préviendrait 1’ostéoporose (Kurzer et Xu, 1997). Par contre, ce type de
protection ne proviendrait pas de leur activité estrogénique (Bingham et al., 2007).
L’absorption de phytoestrogénes aurait aussi un effet protecteur contre les maladies
cardiaques. Les phytoestrogénes amenent une baisse de concentration des LDL (« low
density lipoprotein») et des triglycérides et une augmentation de la concentration des
HDL (« high density lipoprotein»). Dans ce cas, cet effet pourrait &tre dii a 1’activité
estrogénique des phytoestrogénes (Kurzer et Xu, 1997; Arts et Hollman, 2005; Bingham
etal.,2007).

Les phytoestrogénes ont aussi des effets anticancéreux. Les tyrosines Kinases sont
des enzymes qui activent d’autres enzymes en phosphorylant certains résidus tyrosines.
Certaines de ces protéines peuvent stimuler la prolifération cellulaire et sont considérées
comme des oncogeénes. La génistéine a montré des effets inhibiteurs sur ces enzymes
oncogenes (Akiyama et al., 1987). Un autre type d’enzyme inhibé par les
phytoestrogénes sont les topoisomérases de type II (Markovits et al., 1989). Ces enzymes
servent & modifier la forme de I’ADN (enroulement, formation de nceuds, etc.). Les
cellules cancéreuses possédent beaucoup de ces topoisomérases, elles sont donc plus
affectées que les autres types de cellules. L’inhibition de ces enzymes causent des

cassures dans les brins d’ADN ce qui mene a [’apoptose des cellules. Les
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phytoestrogénes peuvent aussi inhiber I’angiogenése ce qui limite le développement de
tumeurs (Fotsis et al., 1993). Les phytoestrogenes ont aussi une activité antioxydante. Cet
effet provient des molécules elles-mémes ainsi que de I’activation d’enzymes
antioxydantes du corps (Markovits et al., 1989; Kurzer et Xu, 1997). Les phytoestrogénes
ont une activité de suppression de croissance de cellules tumorales in vitro (Messina et
al., 1994). Par contre, I’effet épidémiologique est beaucoup moins clair (Messina et al.,
1994). Les phytoestrogenes protégeraient contre les cancers du sein, de la prostate, des
intestins, du colon, des poumons et de I’estomac (Bingham et al., 2007).

Malgré leurs bienfaits, les phytoestrogénes présentent aussi des effets négatifs. La
génistéine inhibe I’activité des topoisomérases de toutes les cellules du corps ce qui peut
causer 1’apoptose de cellules saines. Le coumestrol a aussi des effets néfastes in vitro. 1l
semble augmenter le nombre de mutations, étre génotoxique et causer 1’apoptose
(Stopper et al., 2005).

Divers effets des phytoestrogénes ont aussi été observés chez les animaux. Les
méadakas (Oryzias latipes) qui ont été mis en présence de génistéine et d’équol sont
devenus intersexuels (Kiparissis et al., 2003). Chez I’anguille (Anguilla anguilla), la
différentiation sexuelle est contrdlée par les taux d’androgéne et d’estrogéne durant
certains stages de développement. L’usage de phytoestrogénes a permis d’augmenter la
proportion de femelle dans une population d’anguilles en captivité (Tzchori et al., 2004).

Les phytoestrogénes peuvent aussi modifier des comportements. Des combattants
de Siam (Betta splendens) ont ét€ mis en contact avec différents phytoestrogénes
(génistéine, équol et P-sitosterol). Les phytoestrogénes diminuaient la fréquence des
combats entre males et augmentaient la fréquence de construction des nids (Clotfelter et

Rodriguez, 2006). Les phytoestrogénes ont un effet antiestrogénique au niveau du
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cerveau des rats (Patisaul et al., 2001). Ils influencent le comportement sexuel chez les
rats femelles en diminuant la fréquence d’accouplement (Patisaul et al., 2001). Les
phytoestrogénes ont aussi des effets anxiolytiques sur les rats adultes males et femelles
(Lephart et al., 2002; Lephart et al., 2004). Les phytoestrogénes affectent les capacités de
mémoire spatiale chez les rats. Les rats males exposés aux phytoestrogénes ont une moins
bonne mémoire spatiale alors que chez les femelles le phénomene inverse se produit. De
plus, les femelles exposées aux phytoestrogénes ont des résultats similaires aux males

exposés aux phytoestrogenes (Lephart et al., 2002; Lephart et al., 2004).

1.3.3 Mécanismes d’action des phytoestrogénes

Les phytoestrogénes ont des effets génétiques et non génétiques. A cause de leur
stabilité et de leur faible poids moléculaire, les phytoestrogeénes peuvent pénétrer dans les
cellules par diffusion passive. Une fois a I’intérieur, ces molécules peuvent interagir avec
les ER et activer ou inhiber I’expression de certains génes. Ces molécules peuvent aussi
interagir directement avec différentes enzymes, ce qui peut avoir un effet au niveau de la
régulation génétique ou au niveau de la régulation de certaines cascades enzymatiques

(Ososki et Kennelly, 2003).

1.3.4 Excrétion des phytoestrogénes et présence dans
I’environnement
Les isoflavones sont excrétés par I’urine selon une relation linéaire dépendante de
la dose absorbée (Karr et al., 1997). De 7 a 30% des isoflavones ingérés se retrouvent
dans I’urine (Bingham et al., 2007). Une partie serait aussi excrétée par la bile (Bingham

et al., 2007).
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Des phytoestrogénes ont été retrouvés dans différents milieux. Le Tableau 3
donne les concentrations de différents phytoestrogénes provenant de diverses usines de

traitement des eaux usées.

Tableau 3. Concentrations de différents phytoestrogénes dans I’effluent d’usines de
traitement des eaux usées.

Concentration dans I’effluent (ng/1)
Composé Usine Gej,nzano Usine A.]bano (Lagana et al., (Kang et al.,
(Bacaloni et al., | (Bacaloni et al., 2004) 2006)
2005) 2005)
Daidzine 10 n.d. ND ND
Génistine 12 n.d. ND ND
Daidzéine 54 7 13 290
Génistéine 5 2 58 80
Glycitéine 12 14 ND ND
Formononétine n.d. n.d. ND 2
Coumestrol 10 n.d. ND ND
Biochanine-A 7 1 4 2
Entérodiole ND ND ND 70
Entérolactone ND ND ND 600

n.d., non détectable.
ND, non déterminé

Des traces de phytoestrogénes ont été retrouvées dans des rivieres (tableau 4). Les
concentrations sont trés basses a cause de Deffet de dilution. Par contre, des
concentrations de 143,4 ug/l de génistéine et 42,9 ug/l de daidzéine ont été retrouvées
dans une rivicre située a proximité d’un quartier résidentiel od se retrouvait quelques

usines dont une industrie de tofu (Kawanishi et al., 2004). Aucun phytoestrogéne n’a été
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retrouvé dans un lac non connecté a une riviére ayant regu des eaux domestiques usées

(Bacaloni et al., 2005).

Tableau 4. Concentrations de phytoestrogénes retrouvées dans différentes riviéres.

Concentration dans I’eau de riviére (ng/l)
Composé (Bacaloni et al., (Erbs et al., (Lagana et al.,
2005) 2007). 2004)
Daidzine n.d. ND ND
Génistine n.d. ND ND
Daidzéine 2 d. 2
Génistéine 4 n.d. 5
Glycitéine 4 ND ND
Formononétine n.d. 3 ND
Coumestrol | n.d. ND
Biochanine-A | 2 |
Equol ND 3 ND

n.d., non détectable.
d., détecté mais non quantifié.
ND, non déterminé

Les eaux usées industrielles ou domestiques ne sont pas les seules sources de
phytoestrogénes de I’environnement. L’effluent provenant d’une usine de pétes et papiers
contenait 10,1 pg/l de génistéine (Kiparissis et al., 2001). Des champs de certains
végétaux peuvent aussi étre une source de phytoestrogénes. Par exemple, il a été
démontré que ’eau de drainage provenant d’un champ composé a 43% de tréfle violet

contient plusieurs phytoestrogenes (tableau 5).
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Tableau 5. Concentrations de phytoestrogénes retrouvées dans I’eau de drainage d’un
paturage composé a 43% de trefle violet.

Composé Eau de drainage (ng/l)
Daidzéine 15
Génistéine 7
Coumestrol d.
Equol 80
Formononétine 95
Biochanine-A 15

d., détecté mais non quantifié.
Tableau tiré de Erbs et al., 2007.

1.3.5 Autres phytoestrogénes et composés fongiques

Le resvératrol est un composé qui se retrouve dans plusieurs plantes ainsi que
dans la peau des raisins et dans le vin. Cette molécule, un stilbéne, sert de phytoalexine
aux plantes pour contrer les infections fongiques. La structure chimique du resvératrol est
présentée a la figure 6. Le resvératrol se lie aux ER et peut stimuler la prolifération de
cellules cancéreuses du sein. Ce composé améne une augmentation du poids des ovaires
et une perturbation du cycle normal de la reproduction chez la femelle du rat (Ososki et

Kennelly, 2003).

HO
99 3
OH

Figure 6. Structure chimique du resvératrol.
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Le zéaralénone (figure 7) est un composé produit par certains champignons
(Fusarium graminearum, F. culmorum et F. crookwellense). lls se retrouvent
principalement dans le mais mais peuvent aussi se rencontrer dans du blé et de I’orge.
Plusieurs problemes du systeme reproducteur ont €t€ observ€s chez des animaux ayant
mangé de la nourriture contaminée. Chez les femelles, les symptdmes observés étaient
une vulvo-vaginite, une diminution de la libido, une prolongation du cycle reproducteur,
Iinfertilit¢ et I’avortement. Chez des porcs males, I’atrophie des testicules et une

hypertrophie des glandes mammaires ont ét€ observées (Ososki et Kennelly, 2003).

OH & CH.

O

H # o

Figure 7. Structure chimique du zéaralénone.

1.4 Equol

L’équol n’est pas un isoflavone (qui sont des molécules provenant de plantes)
mais bien un produit microbien car il provient de la dégradation bactérienne de la
daidzéine (voir figure 8). Seulement 36% des gens ont une microflore qui peut
transformer la daidzéine en équol (Rowland et al., 2000). La capacité a synthétiser de
I’équol de la microflore semble étre liée a I’alimentation de la personne. Les gens
consommant plus de fibres et de glucides sont plus souvent des producteurs d’équol que
les gens consommant plus de gras animal (Lampe e al., 1998; Rowland et al., 2000). Il a
été montré que Streptococcus intermedius, Ruminococcus productus et Bacteroides
ovatus sont parmi les especes bactériennes qui peuvent transformer la daidzéine en équol

(Setchell et al., 2002).
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Figure 8. Voie métabolique menant 2 I’équol (tiré de Setchell et al., 2002).
1.4.1 L’équol dans le lisier de porc

L’équol se retrouve dans le lisier de porc. La nourriture 2 base de soya est une
source de daidzéine qui va ensuite étre transformée en équol durant la digestion des porcs
(Bumison et al, 2003). La quantité d’équol présente dans le lisier varie selon
I’alimentation. Burnison et al. (2003) ont trouvé des concentrations d’équol allant de 6,9
a 16,6 mg/l. Furuichi et al. (2006) ont mesuré des concentrations d’équol allant de 0,94
mg/l 2 1,1 mg/l dans des eaux usées provenant de I’élevage de porcs (les mesures ont été
effectuées a la méme ferme en juillet 2003 et en octobre 2003). Dans la méme étude, la
proportion de I’activité estrogénique due 2 1’équol était de 2 4 3 % de I’activité

estrogénique totale (Furuichi et al., 2006).

1.4.2 Biodégradation de I'équol

Certaines €tudes ont été faites sur 1’efficacité de certains traitements 3 dégrader
I’équol. Furuichi et al. (2006) rapportent que I’efficacité d’un traitement de type UASB

(«up-flow anaerobic sludge blanket ») 2 dégrader I’équol était de plus de 96%. Isabelle
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(2007) a obtenu un consortium enrichi capable de dégrader I’équol. Par contre, aucun des

isolats obtenus ultérieurement n’était capable de dégrader I’équol (Isabelle, 2007).

1.4.3 Fraction d’équol libre dans le sang

Seule la fraction libre dans le sang d’un phytoestrogéne a une activité biologique.
L’équol est libre a2 49,7% dans le sang comparativement a 3,5% pour I’estradiol (Nagel et

al., 1998).

1.4.4 Différence d’effet des énantiomeres d’équol

L’équol peut se retrouver sous 2 formes (R ou S). L’énantiomere provenant de la
transformation bactérienne de la daidzéine est le S (Setchell et al., 2005). Ces deux
énantiomeres ont des affinités différentes pour les ER a et B. La forme S de I’équol se lie
plus fortement aux ER que le R (Muthyala ef al., 2004). De plus, la forme S de 1’équol se
lie préférentiellement a I’ERP alors que la forme R montre une préférence pour I’ERa

(Muthyala et al., 2004).

1.4.5 Découverte de I'effet estrogénique de I’équol

L’équol a un impact sur la fertilit€ des animaux. Les premiéres observations de
ses effets ont été effectuées sur des moutons ayant la “maladie du treéfle”. En Australie,
des brebis ayant brouté du trefle violet (Trifolium pratense) sont devenues infertiles de
manieére permanente. Des chercheurs ont trouvé que la formononétine (un isoflavone)
semblait &tre 1i€ a la maladie. D’autres chercheurs ont trouvé que I’équol (un produit de la
dégradation bactérienne de la daidzéine qui elle-méme provient de la transformation de la
formononétine) était I’isoflavone présentant la plus grande activité estrogénique et ont
donc conclu que la maladie du tréfle était due a cette molécule. La susceptibilité des
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espéces aux effets des phytoestrogénes est variable. A des doses d’équol similaires a
celles observées pour la maladie du tréfle, les Jjuments ne subissent aucun probléme alors
que les bovins deviennent infertiles de maniére permanente. L’hypothése en vigueur
serait que ces différences proviendraient des différentes quantités d’ER propre a chaque

espece (Bennetts et al., 1946; Kurzer et Xu, 1997).

1.4.6 Effets physiologiques de I’'équol

Des tests in vitro ont montré que 1’équol inhibe la prolifération de lignée cellulaire
de prostate cancéreuse (Hedlund et al., 2003). Des études sur I’alimentation d”hommes
Japonais ont montré qu’étre un producteur d’équol est associé avec une chance réduite
d’avoir le cancer de la prostate (Akaza et al., 2004; Ozasa et al., 2004). L’effet de I’équol
sur les cellules cancéreuses de la prostate serait di 2 sa capacit€ a se lier au 5o-
dihydrotestostérone ce qui empéche 1I’hormone d’aller se lier au récepteur intracellulaire
(Lund et al., 2004). L’équol a aussi une activité antioxydante plus importante que tous les
autres isoflavones (Arora et al., 1998). L’équol inhibe la liaison des estrogenes et des
androgénes a la SHBG (Martin et al., 1995). L’équol est I'isoflavone qui se lie le plus
fortement au ER (Schmitt et al., 2001). L’équol diminue la production d’oxyde nitrique
en inhibant la synthase d’oxyde nitreux inductible. La surproduction d’oxyde nitrique par
la  synthase d’oxyde nitreux inductible est associée au développement de
arthériosclérose (Kang et al., 2007). Des effets négatifs ont aussi été liés a la production

d’équol. La présence d’équol dans I’urine (qui est corrélée fortement avec I’équol dans le

sérum) est associée a un risque plus élevé de cancer du sein (Grace et al., 2004).

25



1.5 Transformation bactérienne des isoflavones

1.5.1 Dégradation par la microflore intestinale

Les isoflavones sont principalement présents dans la nourriture sous une forme
glycosylée. Une fois ingérés, les isoflavones glycosylés sont transformés en isoflavones
aglycones. Cette transformation est effectuée par des f-glucosidases provenant
principalement des bactéries Lactobacillus, Bacteroides et Bifidobacterium (Turner et al.,
2003). Une fois les isoflavones aglycones absorbés dans le sang, ces molécules vont étre
métabolisées par le foie qui va leur ajouter un groupement glucuronide ou sulfate. Les
molécules glucuronisées vont suivre la circulation entéro-hépatique et retourner dans
Iintestin ou elles peuvent étre déconjuguées par des B-glucuronidases provenant des
entérobactéries comme Clostridium et Bacteroides (Turner et al., 2003). Les isoflavones
peuvent donc recirculer dans le corps méme s’ils ont été métabolisés par le foie.

Les isoflavones subissent d’autres modifications par la flore bactérienne
intestinale. La bactérie Eubacterium limosum est capable d’enlever les groupements
méthyle aux molécules de formononétine, biochanine A et glycitéine (Hur et Rafii, 2000).
Une espéce de Clostridium est capable de transformer la daidzéine en O-
déméthylangolensin par clivage du cycle C en condition anaérobie (Hur et al., 2002).
Récemment, une nouvelle espéce bactérienne anaérobie, Slackia isoflavoniconvertens
isolée de feces humaines, s’est révélée capable de transformer la daidzéine et la
génistéine en équol et S-hydroxyéquol, respectivement (Matthies et al., 2009). Chang et
Nair ont également isolé une culture bactérienne fécale humaine pouvant convertir de la
daidzéine en dihydrodaidzéine (20% de conversion), en benzopyran-4,7-diol, 3-(4-

hydroxyphényl) (15,5% de conversion) et en équol (10,6% de conversion) (Chang et
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Nair, 1995). Cette méme culture transforme la génistéine en dihydrogénistéine (16% de
conversion)(Chang et Nair, 1995). La figure 9 montre la voie de dégradation proposée par

Coldham et al. (1999).

1.5.2 Dégradation par autre type de microflore

Des bactéries appartenant aux genres Micrococcus et Arthrobacter peuvent
modifier certains isoflavones. Elles ont été isolées lors de la fermentation du tempeh, un
met indonésien 2 base de graines de soja fermentées. Des isoflavones polyhydroxylées
sont formés par des réactions d’O-déméthylation et d’hydroxylation. Les isoflavones
testés pour ces réactions étaient la daidzéine, la génistéine, la glycitéine et la biochanine-

A (Klus et Barz, 1998).
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Figure 9. Voie de dégradation de la génistéine chez le rat (Coldham et al., 1999).
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2 Matériel et méthodes

2.1 Produits chimiques

L’estrone, le 17B-estradiol, le 170-estradiol, I’estriol, le 17B-estradiol-3-sulfate
sodium et le tri€thylamine ont été achetés de Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada).
L’équol et la daidzéine ont été achetés de LC Laboratories (Woburn, MA, Etats-Unis).
L’estrone-D4 et le sodium estrone-2,4,16,16-D4 sulfate ont été achetés de C/D/N
Isotopes Inc. (Pointe-Claire, QC, Canada). Le méthanol, I’acétonitrile et I’eau étaient de

grade HPLC et ont été achetés de Fischer Scientific Company (Ottawa, ON, Canada).

2.2 Dosage des estrogénes et de I’'estrogénécité

L’efficacité de différents traitements a dégrader les estrogénes a ét€ comparée.
Cette comparaison a été faite en deux parties soit la comparaison des concentrations de
différents estrogénes et la comparaison de I’estrogénécité globale de différents
€chantillons. Le dosage de la concentration des estrogénes se faisait par SPE-LC-MS-MS

et la mesure de I’estrogénécité se faisait a 1’aide du test YES.

2.2.1 Dosage par SPE-LC-MS-MS

2.2.1.1 Extraction en phase solide (SPE)

Un standard interne des estrogénes visés était ajouté au tout début de I’extraction.
La concentration finale du standard était de 5 ppm dans un volume final de 2 ml. Le
Tableau 6 montre les standards internes utilisés ainsi que les composés qu’ils servaient 4
quantifier. Une fois les standards ajoutés, les échantillons étaient ensuite centrifugés a

40000 g pendant 30 minutes a 15°C. Le surnageant était mis de c6té. Le culot restant était
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resuspendu dans 5 ml de méthanol. La suspension était ensuite centrifugée a 20000 g
pendant 15 min a 15°C et le surnageant récupéré. Cette €tape de lavage du culot était
répétée 4 fois en tout (pour 20 ml de méthanol au total). Le surnageant initial et les
surnageants de lavage au méthanol €taient ensuite combinés, mélangés et centrifugés 30
minutes a 40000 g a 15°C. Le surnageant final était ensuite filtré sur 0,7 pm (GF/F,

Whatman) et le filtre €tait rinc€ avec 3 ml de méthanol.

Tableau 6. Liste des substances quantifiées et des standards internes correspondants
utilisés.

Standard interne Molécule quantifiée

17p-estradiol

17a-estradiol
Estrone-2,4,16,16-D4

Estriol

Estrone

17B-estradiol 17-(B-D-glucuronide sodium)

Sodium estrone-2,4,16,16-D4 sulfate 17B-estradiol 3-(B-D-glucuronide sodium)

17B-estradiol-3-sulfate sodium

Equol-D4 Equol

Les cartouches SPE (cartouches Oasis HLB, Waters) utilisées étaient régénérées
en passant 10 ml d’acétonitrile et étaient laissées a sécher pendant 30 minutes sous vide
(cette étape est nécessaire seulement lorsque les cartouches avaient déja €té utilisées). Les
cartouches étaient ensuite conditionnées en passant 10 ml de méthanol suivi de 10 ml]
d’eau. Les surnageants finaux filtrés des échantillons étaient ensuite passés sur les
cartouches qui €taient ensuite lavées avec 6 ml d’eau. L’€lution se faisait en passant 4

fois 6 ml de méthanol contenant 5 mM de triéthylamine. Les 4 fractions €taient ensuite
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combinées dans un ballon et évaporées a sec au Rotovap. L’échantillon était ensuite
resuspendu dans environ 1,5 ml d’une solution d’eau (50%) et d’acétonitrile (50%)
contenant 20 mM de triéthylamine. Le volume était ensuite complété & 2.0 ml dans un
ballon jaugé. Si nécessaire, I’échantillon était filtré sur un filtre de PTFE de 13 mm de

diametre ayant une porosité de 0,2 pm (Whatman).

2.2.1.2 LC-MS-MS

Le protocole de dosage des estrogénes au LC-MS-MS a déja ét€ décrit dans le
mémoire de Martine Isabelle (Isabelle, 2007). L’échantillon passait d’abord par une étape
de chromatographie liquide a haute performance (HPLC). L’appareil utilisé était un
Agilent HP1100 HPLC avec une colonne C18, 150 X 2.1 mm Agilent Zorbax extend. Le
programme utilisé durait 31 minutes. L’échantillon injecté était de 25 ul. Les phases
mobiles utilisées étaient de 1’eau et de I’acétonitrile contenant tous les deux, 20 mM de
triéthylamine (le programme utilis€ est décrit au Tableau 7). Le débit de la phase mobile
dans la colonne était de 400 ul/min. A la sortie de celle-ci, le débit a €té€ réduit a 40

ul/min pour son entrée dans le spectre de masse.
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Tableau 7. Programme de HPLC utilis€ pour séparer les estrogénes.

Temps (minutes)

Eau, 20 mM triéthylamine

Acétonitrile, 20 mM

(%) tri€thylamine (%)
0 95 5
18 50 50
20 0 100
24 0 100
26 95 5
31 95 5

Le spectrometre de masse utilisé était un Micromass Quattro II. Les conditions

d’opération du spectrometre de masse se retrouvent dans le Tableau 8. Le dosage a été

fait en mode MRM afin de différencier les estrogénes des ions pouvant provenir de la

matrice (lisier ou milieu de culture). La liste des ions parents et des ions filles qui ont été

dosés est présentée au Tableau 9.
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Tableau 8. Conditions d’opération du spectromeétre de masse.

Gaz de séchage 100 ml/min
Gaz de nébulisation 20 ml/min
Capillaire 3.50 kVolts
Cone 40 Volis
Extracteur 5 Volts
Température de la source 80 °C
Température de désolvation 150 °C
Multiplicateur 650 Volts

Résolution LM

MS1:10MS2: 12

Résolution HM

MS1:10MS2: 12

Débit a I’entrée du MS

40 pl/min
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Tableau 9. Lise des ions parents et des ions filles et de I’énergie de collision nécessaire
pour générer ces ions 2 partir des différents composés observés.

Composés Ion parent > ion fille c}sﬁ?sri%)i s ?\e})
17B-estradiol 271> 145 45
17a-estradiol 271> 145 45
Estrone 269 > 145 40
Estriol 287> 171 40
Equol 241>119 30
17B-estradiol 17-(B-D-glucuronide sodium) 447 > 271 35
17B-estradiol 3-(B-D-glucuronide sodium) 447 > 271 35
17B-estradiol-3-sulfate sodium 351 > 147 35
Estrone-2, 4, 16, 16-D4 273 > 147 40
Sodium estrone- 2, 4, 16, 16-D4 sulfate 352 > 183 55
Equol-D4 245 > 121 30

La concentration d’un échantillon était calculée en utilisant des courbes de
calibration de différents estrogenes. Ces courbes étaient faites en utilisant des solutions
contenant différentes concentrations d’estrogénes (de 0,01 ppm 2 5 ppm) ainsi qu’une
concentration constante de standard deutéré (5 ppm). Les estrogénes étaient dans une
solution d’eau et d’acétonitrile (50 :50) contenant 20 mM de triéthylamine. Le Tableau 6
contient la liste des estrogenes et de leur standard deutéré. Un exemple de droite de
calibration est présenté a la figure 10. Les calculs suivants étaient effectués pour trouver

la concentration en estrogéne d’un €chantillon :

34




. (Aire sous la courbe de I'analyte) * (Concentration du standard interne)
1) Quotient =

Aire sous la courbe du standard interne

Quotient
(Pente de la droite de calibration) * (Facteur de concentration finale)

2) Concentration (ppm) =

y = 1,0195x *
R? = 0,9933

Quotient
w

0 1 2 3 4 5 6

Concentration (ppm)

Figure 10. Exemple de droite de calibration pour I’équol

2.2.2 Test YES

La souche de Saccharomyces cerevisae BJ3505 hER 2ERE a été utilisée pour
détecter et quantifier I’activit€ estrogénique des échantillons. Cette souche posseéde le
geéne du récepteur d’estrogéne humain ainsi que 1’élément de réponse aux estrogenes qui
est couplé au gene de la B-galactosidase. La souche va produire de la B-galactosidase
lorsqu’elle se retrouve en présence d’un €chantillon estrogénique. La B-galactosidase va
transformer de I’ONPG en nitrophénol et la réaction pourra étre dosée par

spectrophotométrie. La transformation de la souche BJ3505 a été effectuée par le docteur
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K.W. Gaido et le docteur D.P. McDonnel (Gaido et al., 1997). Cette souche a été obtenue
de Ed Topp d’ Agriculture et Agroalimentaire Canada.

Le protocole utilisé a été décrit dans le mémoire de Martine Isabelle (Isabelle,
2007). La souche était d’abord cultivée sur gélose YES pendant 3 jours (voir section
5.1.1). Une colonie était ensuite utilisée pour inoculer 5 ml de milieu liquide YES (voir
seciton 5.1.2). Apres une incubation de 24 heures a 30°C avec agitation a 150 RPM, 5 ml
de milieu liquide YES étaient ajoutés et la culture était incubée pour un autre 4-6 heures
(jusqu’a I’obtention d’une DOgg de 0,8-1,0).

A I’aide d’un mélange d’eau et d’acétonitrile (50 :50), des séries de dilutions ont
été effectuces a partir des standards ou des échantillons utilisés. Dans une plaque stérile
de 96 puits, 10 pl des différentes dilutions d’échantillons €taient distribués dans chaque
puits (chaque dilution a été faite en triplicata). Les plaques étaient ensuite laissées sous
une hotte a flux laminaire jusqu'a ce que le solvant soit évaporé. Une solution
d’exposition au cuivre (mélange de 40 ml de milieu liquide YES avec 320 pl de CuSO4
Img/ml et 880 ul de la culture de levure) était distribuée dans la plaque de 96 puits, 200
ul par puits (de I’eau milli-Q était ajoutée aux puits servant de blancs). Le liquide des
puits était mélangé par agitation et la plaque ensuite incubée a 30°C pour 16 heures dans
un incubateur humide.

Apres D’incubation, des solutions fraiches étaient utilisées pour la réaction
enzymatique. Les solutions d’ONPG/lyticase (section 5.2.1) et de tampon
Z+SDS+mercaptoéthanol (section 5.2.2) étaient préparées et conservées séparément sur
glace. Ensuite, un volume de 100 pl du contenu de chaque puits de la plaque incubée était
transféré dans une nouvelle plaque de 96 puits. La D.O. était mesurée a 415 nm (TO,

temps 0) et a 595 nm. La D.O.4;5 permettait de mesurer la coloration du milieu par le
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nitropgénol et la D.O.s595 servait a évaluer la quantité de biomasse présente dans chaque
puits. Les solutions d’ONPG/lyticase et de tampon Z+SDS+mercaptoéthanol étaient
mélangées et 100 pl du mélange étaient ajoutés a chaque puits de la plaque de 96 puits.
La plaque était laissée 40 minutes a température de la piéce et 50 ul de NaCO3 IM
étaient ensuite ajoutés pour arréter la réaction. La D.O. était mesurée a 415 nm (T40

,temps 40).

2.2.2.1 Méthode de calcul du EC;,

Les valeurs de D. O. sont d’abord corrigées :

D.O.4150m = D.O.4150m T40 — (D.O.4150m TO / 2,5 (facteur de dilution))

D.O.505nm = D.O.595nm — moyenne des D.O.sgs,m des blancs (eau sans levures)

D.O.comigee = D.O.4150m / D.O.5950m

Les données étaient ensuite utilisées pour tracer une courbe dose-réponse. Une
feuille Excel modele comprenant une formule qui permet de modéliser la courbe dose-
réponse permettait de déterminer I’ECsy des échantillons analysés. Le modele
mathématique utilis€ €tait une courbe logistique de formule :

(b—a)
1 + 10((log ECsy—logc)xm)

réponse = a+

Réponse = Réponse obtenue pour une concentration donnée

a = Valeur minimale de la courbe dose-réponse

b = Valeur maximale de la courbe dose-réponse

¢ = Concentration de la substance utilisée

ECso = Concentration a laquelle on obtient 50% de la réponse maximale

m = Pente de la courbe-dose réponse
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La valeur de m a €été gardée constante afin d’obtenir des courbes dose-réponse
paralleles et facilement comparables. L’ECs, était calculé a 1’aide du Solver d’Excel. Les
parametres a, b et logECsy étaient définis comme variables. La somme du carré de la

différence entre les valeurs calculées et les valeurs obtenues était 4 minimiser.

2.3 Enrichissement de cultures en présence d’équol et
isolement de souches dégradant I’équol

Des microorganismes pouvant dégrader I’équol ont €té recherchés. Dans un
premier temps, des enrichissements en culture liquide ont €té€ réalisés selon différentes
conditions de culture. Par la suite, différents isolats ont été obtenus sur milieu solide

contenant de 1’équol comme source de carbone.

2.3.1 Enrichissement en culture liquide

Trois stratégies d’enrichissements utilisant différentes concentrations d’équol et
différents milieux ont €té choisies. Les enrichissements ont €té réalisés a la température
de la piece dans des erlenmeyer de 125 ml contenant 50 ml de milieu, sous agitation a
environ 150 RPM. La durée de tous les enrichissements était de un mois et 5 ml
d’inoculum de culture étaient transférés dans 45 ml de milieu frais a chaque semaine.
Pour tous les enrichissements, 1’équol était dissous dans du méthanol (a une concentration
de 10000 ppm) avant d’étre ajouté au milieu pour ensuite €tre autoclavé afin qu’aucun

méthanol ne se retrouve dans le milieu.

2.3.1.1 Enrichissement a basse concentration d’équol (10 ppm)

Cet enrichissement a été effectué dans du milieu MM (section 5.3.1) contenant 10

ppm d’équol. L’inoculum initial était 5 ml de la biomasse provenant d’un bioréacteur
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effectuant de la déphosphatation biologique qui a été ajouté a 45 ml de milieu. Ce
bioréacteur était optimisé pour le retrait biologique du phosphore d’un échantillon de

lisier trait€ dans un autre bioréacteur aérobie thermophile (Potvin-Barakatt, 2008).

2.3.1.2 Enrichissement a haute concentration d’équol (100 ppm)

Cet enrichissement a été effectué dans du milieu MM auquel a été ajouté une
solution de vitamines (section 5.3.4) et contenant 100 ppm d’équol. L’inoculum initial
était 5 ml de la biomasse provenant d’un bioréacteur effectuant de la déphosphatation
biologique tel que déja mentionné a la section 2.1.1.1, rajouté 4 45 ml de milieu (Potvin-

Barakatt, 2008).

2.3.1.3 Enrichissement dans un milieu contenant du lisier et une haute
concentration d’équol (100 ppm)

Cet enrichissement a été effectué dans un milieu MM auquel a été ajouté une
solution de vitamine (voir section 5.3.4) et une part de lisier dilué (deux dilutions ont été
utilisées : 1/20 et 1/50) et contenait 100 ppm d’équol. Le lisier a été prélevé au niveau de
la préfosse et a été conservé a 4°C depuis environ un an. L’équol présent dans le lisier
dilué a 1/20 et 1/50 a été dos€ par spectrométrie de masse et se retrouve en quantité
négligeable lorsque comparé & une concentration de 100 ppm. L’inoculum initial était
compos€ de la biomasse provenant d’un bioréacteur effectuant de la déphosphatation
biologique (Potvin-Barakatt, 2008) et de boue activée provenant de I’usine d’épuration
des eaux de Vaudreuil (Québec, Canada). Les différentes biomasses ont été mélangées a
part €gale et 5 ml de ce mélange ont été transférés dans 45 ml de milieu. De plus, le lisier

dilué n’a pas été stérilisé et a donc contribué a I’inoculum initial de I’enrichissement.
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2.3.2 Isolement des microorganismes sur géloses

Les géloses pour I’isolement étaient composées de milieu MM auquel était ajouté
1,5% I’agar purifié (Oxoid, Basingstoke, Royaume Uni) et de I’équol. La concentration
d’équol était la méme que celle utilisée lors de I’enrichissement (10 ou 100 ppm).
Comme pour I’enrichissement, 1’équol était d’abord solubilisé dans du méthanol (a une
concentration de 10000 ppm) et ensuite ajouté au milieu a la bonne concentration puis
autoclavé. Le milieu était ensuite autoclavé et une solution de vitamines lui était ajoutée
lorsqu’il redevenait tiede. Etrangement, les géloses prenaient une couleur brun foncé
apres I’autoclavage. Différents tests ont été effectués (utilisation d’autres types d’agar,
ajout du fer apres I’autoclavage plutdt qu’avant) mais rien n’a pu empécher I’apparition
de la coloration. La coloration apparaissait aussi dans des géloses ne contenant pas
d’équol. Ces géloses permettaient la croissance de microorganismes et ont donc été
utilisées lors de nos expériences subséquentes.

Avant I’étalement sur milieu solide, I’échantillon provenant de I’enrichissement
final était d’abord dilué dans le rapport 1 :4 dans du MM. L’échantillon était lavé deux
fois avec du MM pour éviter que de la matiere organique soit transférée de
I’enrichissement a la gélose d’isolement (le but étant de n’avoir que de I’équol comme
source de carbone). L’étalement de 100 pl de la dilution ainsi obtenue se faisait a I’aide
de billes de verre. Des étalements sur géloses sans équol ont aussi été effectués pour fin
de comparaison afin de s’assurer que la croissance €tait bien due a la présence d’équol.
Apres sept jours d’incubation, les colonies visuellement différentes €taient repiquées sur
une nouvelle gélose et aussi conservées dans une solution de glycérol 25%. Quelques

fois, les colonies prenaient plus que sept jours a apparaitre et la période entre deux
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repiquages pouvait alors étre prolongée jusqu’a deux semaines. Quatre repiquages ont été

effectués pour chaque isolat.

2.4 Caracterisation des isolats dégradant I'équol

Les isolats obtenus ont été caractérisés en identifiant a quel genre ou espéce ceux-
ci appartiennent, en mesurant leur capacité a dégrader I’équol et a modifier

Pestrogénécit€ d’un échantillon. Des intermédiaires potentiellement produits lors la

dégradation de 1’équol ont été recherchés pour certains isolats.

2.4.1 Suivi de la capacité a dégrader I’équol par HPL.C-UV

2.4.1.1 Conditions des tests de dégradation

Les tests de dégradation ont été réalisés a la température de la piéce dans des
erlenmeyers de 125 ml contenant 50 ml de milieu, sous agitation 4 environ 150 RPM. Les
milieux testés étaient le MM et le TSB. Une colonie de I’isolat a tester était transférée
d’une préculture sur gélose dans le milieu. Les tests ont été faits sur une durée de 14

jours. Un échantillon de 1 ml était prélevé a chaque jour ou chaque 2 jours.

2.4.1.2 Préparation des échantillons

Les échantillons étaient dilués 1 :1 avec de I’acétonitrile contenant 0,2% d’acide
acétique. Les solutions étaient ensuite centrifugées a vitesse maximale durant 5 minutes.
Les surnageants étaient ensuite transférés dans des tubes pour HPLC et analysés au
HPLC. Pour les échantillons contenant de la biomasse, une étape de filtration
supplémentaire a ét€ prévue (sur filtres de PTFE de 13 mm de diamétre ayant une

porosité de 0,2 um).
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2.4.1.3 Parametres des analyses au HPLC

Le dosage de I’équol se faisait par HPLC (Waters 600E controller, Waters 486
tunable absorbance detector, Waters 600E pump et Waters 717 contrdlé par ordinateur a
I’aide du logiciel Empower 2 build 2154) en mesurant 1’absorbance a 225 nm. La colonne
utilisée était une colonne C;3 Nova-pak 3.9 X 150 mm WATO086344 de la compagnie
Waters. Les phases mobiles utilisées étaient de 1’eau contenant 0,1% d’acide acétique et
de I’acétonitrile contenant 0,1% d’acide acétique. En utilisant le gradient présenté au

Tableau 10, le temps de rétention de I’équol était de 2,75 minutes.

Tableau 10. Gradient utilisé au HPLC pour quantifier I’équol.

Temps (minutes) Débit (ml/min) % Eaua:é?i,cllu? acide %Aiiti(c)lgi:éziguoe,l %
0 2 75 25
8 2 50 50
10 2 75 25

2.4.2 Identification des souches isolées par séquengcage de I’ADN

codant pour I’ARNr 16S

2.4.2.1 Extraction phénol-chloroforme de I’ADN génomique

Les souches a I’étude ont d’abord été cultivées sur le milieu solide approprié.
Quelques colonies étaient ensuite transférées dans 1 ml de TEN (voir section 5.4.1) dans
un tube de 1,5 ml contenant 200 mg de billes (0,10 a 0,25 mm). Les préparations étaient
ensuite passées a I’homogénéisateur (Fastprep 24, MP biomedicals) durant 30 secondes

a 6 M/s suivi de deux passages de 20 secondes a 4 M/s. Les préparations ont €té
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centrifugées durant cinq minutes a 13000 RPM et les surnageants ont été récoltés. Un
volume de phénol était ajouté aux surnageants qui étaient ensuite mélangés au vortex et
centrifugés durant cinq minutes & 13000 RPM. Les surnageants étaient récoltés et une
autre €tape identique d’ajout de phénol était effectuée. L’ADN a été purifié par une
extraction avec un volume de phénol : chloroforme : alcool isoamylique (25 :24 :1), suivi
d’une centrifugation de deux minutes a 13000 RPM. Les surnageants étaient récupérés et
deux volumes d’éthanol 100% leurs ont été ajoutés. Aprés les avoir délicatement
mélangés, les préparations ont ét€ mises a -20°C durant 30 minutes. Aprés les 30
minutes, elles ont ét€ centrifugées 10 minutes a 13000 RPM. Les surnageants ont été
retirés et les culots mis a sécher au « speed vac » (Speed Vac DNA 110, Savant) durant
15 minutes ou plus a température maximale jusqu’a I’évaporation totale de 1’éthanol.
Chacun des culots a ensuite été€ resuspendus dans 50 pl d’eau milli-Q. Ensuite, la qualité
de I’extraction a été vérifi€e en faisant migrer I’ADN sur gel d’agarose 0,5% (90 V, 30
minutes). Le gel était ensuite coloré au bromure d’éthidium et une photo a été prise au
Alphalmager (Alphalmager 3400, Innotech). La quantité d’ADN et sa pureté ont été
quantifiées au spectrophotométre (Nanodrop ND-1000 contrdlé par le logiciel nanodrop
version 3.1.2, Nanodrop). Le quotient 260/280 représente la quantité de protéines
présentes dans I’extrait, une valeur se rapprochant de 2 est souhaitable. Le quotient
260/230 représente la contamination au phénol de I’échantillon, une valeur se
rapprochant de 2 est souhaitable. Si le quotient 260/230 était trop éloigné de 2, les
préparations d’ADN étaient placées dans la hotte chimique durant 30 minutes afin de

permettre I’évaporation du phénol.
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2.4.2.2 Amplification de I’ADN codant pour ’ARNTr 16S

L’amplification de I’ADN codant pour I’ARNr 16S a été faite par PCR en
utilisant les amorces PA et PH (Frank er al., 2008). L’amplification a été effectuée a
I’aide de I’appareil 2 PCR (Robocycler gradient 96, Stratagene). Une solution de réaction
de 96 pl était d’abord préparée a 1’aide du kit Illusta de GE Healthcare (section 5.4.2).
Cette solution contenait 10 pl de tampon 10X (section 5.4.3), 2 pl d’une solution
contenant les 4 désoxyribonucléotides triphosphates a une concentration de 10 mM (Kit
contenant les 4 désoxyribonucléotides triphosphates a 100mM, Invitrogen), 2 pl de
chaque solution d’amorce a 10 pmol/pl, 2 pl de BSA a 20 pg/pl, 1 pl de rTAQ ADN
polymérase (section 5.4.2) et 76 pl d’eau milli-Q stérile. L’échantillon d’ADN a
amplifier était ensuite ajouté. Le volume ajouté était de 4 pl pour une quantité totale
d’ADN d’environ 50 ng. Les cycles utilisés lors de I’amplification du géne au PCR sont
résumés dans le Tableau 11. Ensuite, le succés de la réaction était vérifi€ en faisant
migrer les produits de PCR sur gel d’agarose 1,5% (90 V, 30 minutes). Le gel était

ensuite coloré au bromure d’éthidium et une photo était prise avec 1’Alphalmager

(Alphalmager 3400, Innotech).

Tableau 11. Cycles de PCR.

Fenétre Temps 294°C | Temps a 54°C | Temps a 72°C | Nombre de cycles
1 5 minutes 5 minutes 45 secondes 1
2 45 secondes 45 secondes 45 secondes 30
3 0 0 10 minutes 1
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2.4.2.3 Séquencage

L’identification des souches isolées a été réalisée par séquencage de I’ADN
codant pour ’ARNr 16S. L’amplification a été effectuée a 1’aide des amorces PA et PH
(Frank et al., 2008). Les amplicons ont ensuite été expédi€s au centre d’innovation de
I’Université McGill et de Génome Québec ou ils ont été séquencés. L’analyse des
chromatogrammes a €été effectuée a 1’aide du logiciel Chromas Lite 2.01. L’alignement
des séquences et la création de la séquence consensus ont €té faits a 1’aide du logiciel
BioEdit version 7.0.9.0. La séquence a ensuite été comparée aux séquences du NCBI a
I’aide du programme BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Les séquences ont
été sélectionnées en excluant les séquences de clones non cultivés et en retenant les plus
apparentées. Les séquences incluant I’espece étaient préférées a celles ne rapportant

qu’un genre.

2.5 Synthese d’équol deutéré

L’équol deutéré a été utilis€ comme standard interne de I’équol pour la
spectrométric de masse et a €té aussi utilisé comme substrat lors de 1’expérience de
recherche d’intermédiaires de dégradation. L’équol deutéré n’est pas disponible
commercialement et il a fallu en synthétiser.

Cette synthése avait déja été effectuée par Martine Isabelle, une étudiante du
laboratoire et le protocole que nous avons utilisé est une modification de celui présenté
dans son mémoire (Isabelle, 2007). Le protocole initial prévoyait de mettre 20 mg de
daidzéine dans 10 ml d’isopropanol et d’ajouter 50 mg de palladium : charbon activé
(5%) et de laisser cette préparation en présence de deutérium a 175 PSI durant une

dizaine de jours en vérifiant la synthese en spectrométrie de masse aux 2 jours. Pour la
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vérification au spectrometre de masse, 0,5 ml de la solution de synthése était centrifugée
et filtrée sur 0,2 micron.

Apres 11 jours, la daidz€ine avait disparu mais I’on obtenait plusieurs molécules
de masses allant de 239 a 245 (le 245 n’étant pas majoritaire). La panoplie de molécules
obtenues semblait &tre due au solvant non deutéré utilisé. Etant donné que 1’isopropanol
deutéré est tres dispendieux, des essais ont été effectués avec du méthanol. Ce solvant
réussissait a dissoudre la daidzéine avec une efficacité semblable a 1’isopropanol et
donnait un résultat identique aprés synthese (disparition de daidzéine et apparition de
plusieurs molécules de masse allant de 239 a 245). Du méthanol deutéré a donc été
commandé et la synthese a ét€ effectuée dans les mémes conditions. Aprés 10 jours de
réaction, la daidz€ine avait disparu et I’on obtenait 2 pics, un a 241 (probablement un
intermédiaire de la synthese d’équol) et le 245. Aprés vérification au spectrométre de
masse, le 245 était bien de 1’équol deutéré.

II a fallu synthétiser de grandes quantités d’équol deutéré pour son utilisation
comme substrat. Certaines modifications ont ét€ apportées au protocole pour augmenter
la quantité d’équol synthétisée. Les mémes proportions de produits ont été utilisées sauf
pour la daidz€ine qui ont ét€ utilisée a une concentration de 2000 ppm (ce qui équivaut a
environ 2 fois la solubilité de la daidzéine dans le méthanol). La réaction se déroulait
dans un appareil a hydrogénation qui avait une plus grande capacité que la bonbonne. La
pression de deutérium était de 90 PSI au lieu de 175. Aprés une dizaine de jours, le
produit de la synthése était vérifi€ au MS. La totalité de la solution de réaction était
ensuite évaporée et resuspendue dans 5 ml de méthanol. Cette derniére solution était
ensuite aliquotée, centrifugée (13000 RPM, 5 minutes), filtrée (0,2 micron) pour ensuite

étre dosée au MS.
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3 Résultats

3.1 Quantification des estrogeénes présents dans le lisier

3.1.1 Récupération des estrogénes par la méthode d’extraction en

phase solide

Le pourcentage de récupération des estrogénes présents dans le lisier par la
méthode d’extraction en phase solide a €té évalué. Cette expérience a été effectuée en
ajoutant les 3 standards deutérés (estrone-d4, équol-d4 et sodium estrone-2, 4, 16, 16-d4
sulfate) dans du lisier. Deux séries d’extractions ont été faites. Une premiére ol les
estrogénes ont été ajoutés avant l’extraction et une autre aprés l’extraction. Les
estrogenes ont ensuite été dosés au spectrométre de masse. Le pourcentage de
récupération a été calculé en comparant les concentrations d’estrogénes des deux séries
d’extraction. Les résultats se retrouvent au tableau 12. On observe que les pourcentages

de récupération ont vari€ de 62 % a 105 % selon les standards utilisés.

Tableau 12. Pourcentage de récupération des 3 standards deutérés dans du lisier ayant été
extrait par la méthode d’extraction en phase solide et dosé par spectrométrie de masse.

Standard deutéré % de récupération
Estrone-d4 71+ 14
Sodium estrone-2, 4, 16, 16-d4 sulfate 62+7
Equol-d4 105 + 14
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3.1.2 Limite de dosage des estrogénes du spectromeétre de masse

dans le lisier

La concentration minimale a laquelle le spectrométre de masse peut doser les
estrogenes a été déterminée. Une extraction a d’abord été effectuée sur du lisier auquel 5
ppm de chaque standard d’estrogéne deutéré ont été ajoutés. Le bruit de fond a €té calculé
en intégrant 1’aire sous la courbe de la ligne de base sur une largeur équivalente au pic
d’estrogene deutéré visé. La limite de dosage a été calculée comme étant égale a 3 fois le
bruit de fond. Les résultats se retrouvent au tableau 13.

Au cours des essais d’optimisation des protocoles d’extraction et de spectrométrie
de masse, seuls I’estrone et I’équol se retrouvaient en assez grande quantité dans le lisier

pour étre dosés. Les autres estrogénes visés €taient & la limite de la détection ou absent.

Tableau 13. Limite de dosage des standards deutérés d’estrogénes.

Estrogene Limite de dosage (ng/l)
Estrone-d4 38,1
Sodium estrone-2, 4, 16, 16-d4 sulfate 30,5
Equol-d4 6,8
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3.2 Isolement sur géloses et identification des isolats

3.2.1 Isolement sur géloses

3.2.1.1 Résultats de DPisolement pour DP’enrichissement i basse

concentration d’équol (10 ppm d’équol)

Le dernier repiquage de colonies de I’enrichissement A basse concentration

d’équol a donné 6 isolats. La description des colonies données par chacun des isolats se

retrouve au tableau 14.

Tableau 14. Description visuelle des colonies sur milieu MM des isolats de
I’enrichissement a basse concentration d’équol.

Isolat Description des colonies
9.1 Petites (1 mm), rondes, transparentes
11.1 Moyennes (2 mm), rondes, transparentes
11.2 Moyennes (2 mm), rondes, transparents, centre de couleur brunitre
13.1 Flaques, laiteuses, blanchétres, centres plus foncés
13.2 Moyennes (2 mm), rondes, laiteuses
13.3 Petites-moyennes (1-2 mm), laiteuses, blanchatres

3.2.1.2 Résultats de I’isolement pour I’enrichissement & haute

concentration d’équol (100 ppm d’équol)

Pour P’enrichissement a haute concentration d’équol, le dernier repiquage de

colonies a donné 37 isolats différents. La description des colonies de chacun des isolats se

retrouve au tableau 15.
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Tableau 15. Description visuelle des colonies sur milieu MM des isolats de
’enrichissement a haute concentration d’équol.

Isolat Description des colonies
1 Moyennes (2 mm), rondes, transparentes
2 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
3.1 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
3.2.1 Moyennes (2 mm), beiges, opaques
322 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
4 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
5.1 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
52 Flaques, transparentes, zone d’inhibition sans 5.1 *
6.1 Minuscules (<1 mm), rondes, roses
6.2.1 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
6.2.2 Flaques, transparentes, zone d’inhibition sans 6.2.1 *
7.1 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
7.2 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
9.1.1 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
9.1.2 Flaques, transparentes, zone d’inhibition sans 9.1.1 *
9.2.1 Flaques, transparentes, zone d’inhibition sans 9.2.2 *
9.2.2 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
10.1 Flaques, laiteuses
10.2 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
11.1 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
11.2 Flaques, transparentes, zone d’inhibition sans 11.1 *
12 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
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13.1 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
13.2 Flaques, transparentes
14.1 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
14.2 Moyennes (2 mm), rondes, beiges, opaques
15 Minuscules (<1 mm), rondes, roses
16.1 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
16.2 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
18 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
19 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
20.1 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
20.2 Minuscules (<1 mm), rondes, transparentes
21 Minuscules (<1 mm), rondes, roses
22 Flaques, transparentes
23.1 Flaques, transparentes, texture irréguliere
23.2 Flaques, transparentes, texture irréguliére, centre brun

*Deux différents isolats se retrouvaient sur les géloses du dernier repiquage.

3.2.1.3 Résultats de D’isolement pour IP’enrichissement a haute

concentration d’équol contenant du lisier (100 ppm d’équol)

Le dernier repiquage des colonies de I’enrichissement a haute concentration

d’équol contenant du lisier a donné 22 isolats différents. La description visuelle des

colonies de chacun des isolats se retrouve au tableau 16.
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Tableau 16. Description visuelle des colonies sur milieu MM des isolats de
I’enrichissement a haute concentration d’équol contenant du lisier.

Isolat Description des colonies
1.1 Petites (1 mm), rondes, rosées
2.1 Petites (1 mm), rondes, laiteuses
2.2 Petites (1 mm), rondes, rosées
3.1.1.1 Petites (1 mm), rondes, laiteuses
3.1.1.2 Flaques, rosées
3.1.2 Petites (1 mm), rondes, laiteuses
3.2.1 Petites (1 mm), rondes, laiteuses
4.1 Petites (1 mm), rondes, blanches
4.2 Petites (1 mm), rondes, rosées
6.1.1 Petites (1 mm), rondes, laiteuses
6.1.2 Petites (1 mm), rondes, rosées
6.2 Petites (1 mm), rondes, laiteuses
7 Petites (1 mm), rondes, transparentes
8 Petites (1 mm), rondes, transparentes
9.1 Petites (1 mm), rondes, laiteuses
92.1.1 Grosses (3 mm), rondes, brunes
92.1.2 Petites (1 mm), rondes, transparentes
9.2.2 Petites (1 mm), rondes, transparentes
10.1.1.1 Grosses (3 mm), rondes, blanches
10.1.1.2 Petites (1 mm), rondes, transparentes
10.1.2 Petites (1 mm), rondes, transparentes
9.1.110.2 Petites (1 mm), rondes, laiteuses
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3.2.2 Identification des isolats par séquencage de ’ADN codant pour

’ARNr 16S

3.2.2.1 Identification des isolats de I’enrichissement a basse
concentration d’équol (10 ppm d’équol) par séquencage

Les genres et especes des isolats séquencés se retrouvent au tableau 17. Les
isolats 9.1, 11.1, 11.2, 13.2 et 13.3 semblent étre de la méme espéce (Arthrobacter
protophormiae) alors que seul I’isolat 13.1 est d’une espeéce différente (Pseudomonas
stutzeri). Les séquences des différents isolats ont €té déposées dans GenBank (voir

section 5.1.1).

Tableau 17. Genres et espéces des isolats de I’enrichissement a basse concentration
d’équol déterminés par séquencage de I’ADN codant pour I’ARNr 16S (1500 pb) ainsi
que le score, le % de couverture et le % d’identité de la séquence.

N Couverture Identité .

Isolat Genre/espece Score (%) (%) Numéro

9.1 Arthrobacter 2547 100 99 | EU0S6815.1
protophormiae

11.1 Arthrobacter 2586 99 99 | BU086815.1
protophormiae

112 Arthrobacter 2252 100 95 | EU086815.1
protophormiae

13.1 Pseudomonas stutzeri 2597 100 95 EU741092.1

13.2 Arthrobacter 2311 100 95 | EU0S68IS.1
protophormiae

13.3 Arthrobacter 1596 77 91 EU086815.1
protophormiae
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3.2.2.2 Identification des isolats de I’enrichissement a haute
concentration d’équol (100 ppm d’équol) par séquencage

Les genres et especes des isolats séquencés se retrouvent au tableau 18. Il y a 3
genres retrouvés dans les isolats provenant de cet enrichissement : Stenotrophomonas,
Pseudomonas et Serratia. Les séquences des différents isolats ont €€ déposées dans
GenBank (voir section 5.1.2).

Tableau 18. Présentation des genres et espéces des isolats de I’enrichissement a haute

concentration d’équol déterminés par séquencage de I’ADN codant pour I’ARNr 16S
(1500 pb) ainsi que le score, le % de couverture et le % d’identité de la séquence.

Isolat Genre/espece Score | Couverture (%) | Identité (%) Numéro
2 Stenotrophomonas | 2250 100 99 AF181569.1
3.2.1 Pseudomonas 935 50 89 AB461607.1
5.2 Pseudomonas 1371 100 99 EU781733.1
6.1 [ Serratia marcescens | 2560 99 99 FJ495145.1
10.1 Serratia 1447 100 100 FJ360761.3
23.1 Pseudomonas 1367 70 91 FJ594441.1
23.2 Pseudomonas 1321 100 99 DQ127533.1

3.2.2.3 Identification des isolats de Denrichissement 2a haute
concentration d’équol contenant du lisier (100 ppm d’équol) par
séquencage

Les genres et espéces des isolats s€quencés se retrouvent au Tableau 19. Cinq

genres différents ont €t€ retrouvés dans les isolats provenant de cet enrichissement :
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Klebsiella, Serratia, Pseudomonas, Citrobacter et Pseudochrobactrum. Les séquences

des différents isolats ont €té déposées dans GenBank (voir section 5.1.3).

Tableau 19. Présentation des genres et especes des isolats de I’enrichissement a haute
concentration d’équol contenant du lisier déterminés par séquengage de I’ADN codant
pour I’ARNr 16S (1500 pb) ainsi que le score, le % de couverture et le % d’identité de la
séquence.

Isolat Genre/espéce Score | Couverture (%) | Identité (%) Numéro
3.1.1.1 | Klebsiella pneumoniae | 1458 99 99 CP000964.1
3.1.1.2 | Klebsiella pneumoniae | 1447 100 99 CP000964.1

3.1.2 | Klebsiella pneumoniae | 1443 100 99 CP000964.1

4.2 Serratia marcescens | 1460 100 100 FJ360759.1
6.1.1 Pseudomonas 1353 100 92 AMA421982.1
6.1.2 Citrobacter farmeri | 1431 100 99 EU030438.1

AM180485.1
8 Pseudochrobactrum | 1434 100 100
AM180484.1

9.1 Klebsiella 2593 99 99 DQ358738.1

9.2.1.1 Klebsiella oxytoca 1449 100 99 AB244452.1
9.2.1.2 Citrobacter farmeri | 2512 99 99 EU030438.1
10.1.1.1 | Citrobacter farmeri 1485 100 99 AF025371.1
10.1.1.2 | Citrobacter farmeri | 1328 100 97 AF025371.1

21.1 | Klebsiella pneumoniae | 2597 100 99 AP006725.1
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3.3 Capacité a deégrader I'équol des isolats et diminution

d’estrogénécité

3.3.1 Suivi de la concentration d’équol par HPLC lors de tests de

dégradation des isolats

3.3.1.1 Optimisation et validation du protocole de HPLC pour la
quantification de I’équol

Différents parametres du protocole de dosage de 1’équol par HPLC effectué lors
des essais de dégradation ont €té optimisés. Deux plages de concentrations d’équol ont
été testées : de 1 a 10 ppm et de 10 a 100 ppm. Les résultats étaient plus précis et exacts
dans la plage de 10 a 100 ppm. Celle-ci a été retenue et aucune dilution des échantillons
n’a été effectuée. L’équol présente deux pics d’absorbance aux rayons ultraviolets : 282
et 225 nm. L’aire du pic a 225 nm était environ 3 fois plus importante que celle du pic a
282 nm pour une méme concentration. Les lectures ont donc été faites a 225 nm. Des
vérifications ont été faites sur les milieux utilisés, soit le milieu MM et le milieu TSB,
quant a leur effet sur la chromatographie. Les deux milieux n’ont caus€ aucun
changement au niveau du temps de rétention de 1’équol, ni au niveau des concentrations
mesurées.

Les échantillons étaient quelques fois entreposés quelques jours au réfrigérateur
apres leur traitement mais avant leur passage au HPLC. L’effet possible de ce séjour au
réfrigérateur a ét€ vérifi€. Aucune variation au niveau des valeurs d’équol mesurées et

aucune précipitation des milieux (qui aurait pu occasionner des problémes au niveau de la

colonne) n’ont été observées.
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L’effet de 1’approche adoptée pour ajouter 1’équol au milieu a aussi été vérifi€. La
poudre d’équol se dissout tres mal si elle est ajoutée directement dans I’eau. La solution
stock d’équol a donc été préparée dans du méthanol. Le méthanol ne peut €tre ajouté et
laissé dans le milieu si I’on veut que 1’équol soit la seule source de carbone. La premiére
approche a été d’ajouter la solution stock dans le contenant a utiliser et d’évaporer le
méthanol en le chauffant. Malheureusement, I’équol se dissolvait mal dans 1’eau et la
solubilisation n’était pas instantanée, ce qui posait probléme pour un suivi précis de la
dégradation de 1I’équol. L’autre approche était d’ajouter la solution stock de méthanol
dans le milieu avant de 1’autoclaver. Le méthanol s’évaporait durant I’autoclavage et

I’équol restait en solution dans I’eau (I’absence de pertes a été vérifiée au HPLC).

3.3.1.2 Test de dégradation sur les isolats de ’enrichissement a basse
concentration d’équol (10 ppm)

Etant donné que le nombre d’isolats de ’enrichissement i basse concentration
d’équol n’était que de 6, ils ont tous €t€ test€s pour leur capacit€ a dégrader I’équol. Le
suivi de la concentration d’équol se retrouve aux figures 11 (pour le milieu TSB) et 13

(pour le milieu MM) et celui de la biomasse est présenté a la figure 12.
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Figure 11. Suivi de la concentration d'équol pour les isolats de I’enrichissement & basse
concentration d’équol dans du TSB.
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Figure 12. Suivi de la biomasse des isolats de I’enrichissement & basse concentration
d’équol dans du TSB.
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Figure 13 Suivi de la concentration d'équol pour les isolats de I’enrichissement 2 basse
concentration d’équol dans du MM.

La figure 11 montre que tous les isolats sauf le 13,1 dégradent I’équol en milieu
TSB. Pour tous les isolats qui dégradent 1’équol en milieu TSB, la plus grande partie de la
dégradation se produit rapidement en deux jours pour ensuite se continuer plus lentement
jusqu’a une dégradation finale d’environ 80% de I’équol initial. Bien que le test ait été
fait sur une durée de 14 jours, seuls les neuf premiers jours sont présentés car il y a eu
contamination et dégradation de 1’équol dans les contrdles lors des cinq derniers jours du
test. La figure 12 montre que tous les isolats, sauf le 13.1, ont eu une phase de croissance
exponentielle des jours 0 a 3, une phase stationnaire des jours 3 a 5 et une phase de déclin
des jours 5 a 7. La dégradation de 1’équol correspond a la phase de croissance
exponentielle des cultures. L’isolat 13.1 présente une croissance beaucoup moins
importante que les autres isolats et semble conserver une biomasse stable tout au long du
test.

La figure 13 montre que tous les isolats sauf le 13,1 dégradent 1’équol en milieu

MM. La totalité de la dégradation semble se produire dans les deux premiers jours dans le
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milieu MM. A la fin du test, la moitié de 1’équol initial était dégradé. Les isolats en
milieu MM ne présentaient aucune croissance mesurable a2 600 nm et aucune biomasse de

visible a I’ceil nu.

3.3.1.3 Test de dégradation de I’équol par les isolats de ’enrichissement
a haute concentration d’équol (100 ppm)

Des essais pour évaluer la capacité des isolats du de I’enrichissement a haute
concentration d’équol a dégrader I’équol ont été réalisés. Les résultats de ces essais sont
présentés dans le tableau 20. L’erreur sur les valeurs de concentration d’équol due au
HPLC était d’environ 10%. Seul I'isolat 3.2.1 (36% de dégradation) présentait une
dégradation claire de I’équol. Les isolats 6.1, 9.2.1, 15 et 20.1 ont aussi été sélectionnés
pour le test de dégradation car ils présentaient 4 types différents de colonies et étaient
probablement de genres ou d’especes différents. Les résultats du séquencgage n’étaient pas
disponibles au moment de I’expérience; le choix des isolats a tester a été basé sur les
résultats des essais de dégradation et le type de colonie de chaque isolat. Des essais
montrant la cinétique de dégradation en fonction du temps ont donc été effectués sur les

isolats 3.2.1, 6.1, 9.1.2, 15 et 20.1.
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Tableau 20. Essais de dégradation de 1’équol par tous les isolats de I’enrichissement 2a
haute concentration d’équol en milieu TSB aprés 7 jours d’incubation.

Isolat % de 1'équol initial restant Isolat % de I'équol initial restant
1 96% 9.2.2 102%
2.1 89% 10.1 92%
3.1 100% 12 99%
3.2.1 64% 13.1 96%
322 94% 13.2 92%
4 101% 14.1 99%
52 100% 14.2 94%
6.1 87% 15 95%
6.2.1 89% 16.2 97%
6.2.2 94% 19 90%
7.1 97% 20.1 85%
7.2 96% 20.3 92%
9.1.1 86% 21 97%
9.1.2 90% 22 95%
9.2.1 91% 23.2 101%

La figure 14 montre le suivi de la concentration d’équol du test de dégradation en
milieu TSB et la figure 15 le suivi de la biomasse. Les isolats 6.1, 9.1.2 et 15 semblent
dégrader légérement 1I’équol. La concentration d’équol diminue durant les 5 a 6 premiers
jours pour ensuite se stabiliser a environ 70% de la concentration initiale. La période de
dégradation correspond a la phase de croissance exponentielle et la phase stationnaire de
croissance de la culture (figure 15). Les isolats 3.2.1 et 20.1 semblent présenter une trés
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légeére dégradation d’environ 15% de 1’équol. Par contre, étant donné I’erreur de 10% sur
les valeurs de concentrations données par le HPLC il est possible que cette dégradation

ne soit pas significative.
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Figure 14. Suivi de la concentration d'équol pour les isolats de I’enrichissement & haute
concentration d’équol dans du TSB.

62



0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

D.O. 600nm

-=—3.2.1
6.1
9.1.2

—x—15

—e—20.1

012 3 456 7 8 9101112131415

Durée (jours)

Figure 15. Suivi de la biomasse des isolats de I’enrichissement & haute concentration

d’équol dans du TSB.

La figure 16 montre qu’il n’y a eu aucune dégradation de 1’équol dans le milieu

MM. Les cultures en milien MM ne présentaient aucune croissance mesurable a 600 nm.
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Figure 16. Suivi de la concentration d'équol pour les isolats de I’enrichissement 2 haute

concentration d’équol dans du MM.
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3.3.1.4 Test de dégradation de I’équol par les isolats de ’enrichissement
a haute concentration d’équol contenant du lisier (100 ppm et
présence de lisier)

Des essais pour évaluer la capacit€¢ des isolats de I’enrichissement a haute
concentration d’équol contenant du lisier a dégrader 1’équol ont €té réalisés. Les résultats
de ces essais sont présentés dans le tableau 21. L’erreur sur les valeurs de concentration
d’équol due au HPLC était d’environ 10%. Les isolats sélectionnés pour le test de
dégradation étaient le 6.1.1 (100% de dégradation), 9.2.1.1 (37%), 9.2.1.2 (63%) et le

10.1.1.1 (66%). Ces isolats présentaient les taux de dégradation de I’équol les plus élevés.

Tableau 21. Essais de dégradation de 1’équol par tous les isolats de 1’enrichissement a
haute concentration d’équol contenant du lisier en milieu TSB aprés 7 jours d’incubation.

Isolat % de 1'équol initial restant Isolat % de 1'équol initial restant
1.1 86% 6.1.1 0%
1.2 90% 6.2 92%
2.1 95% 7 94%
22 100% 8 88%

3.1.1.1 85% 9.1 91%

3.1.1.2 91% 9.2.1.1 63%

3.1.2 93% 9.2.1.2 37%

3.2.1 93% 10.1 86%

3.2.2 92% 10.1.1.1 34%
4.1 84% 10.1.1.2 80%
4.2 86% 10.1.2 88%
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Les figures 17 et 18 présentent le suivi de la dégradation de 1’équol ainsi que le
suivi de la biomasse en milieu TSB pour les 4 isolats. L’isolat 6.1.1 est le seul qui
dégrade totalement I’équol. Cette dégradation se fait en 4 jours et correspond a la phase
de croissance exponentielle de la culture. L’isolat 9.2.1.1 dégrade environ 90% de 1’équol
en 10 jours. La dégradation se déroule au cours des phases succédant la phase
exponentielle (les 4 premiers jours présentent trés peu de dégradation). L’isolat 10.1.1.1
dégrade environ 50% de I’équol en 14 jours. La dégradation semble continuer aprés les
14 jours du test étant donné qu’aucun plateau n’a été atteint. La dégradation semble
démarrer avec la phase de déclin de la culture. L’isolat 9.2.1.2 présente une légére
dégradation de 20%. Par contre, étant donnée I’erreur de 10% sur les valeurs de
concentration il est difficile de dire si cette dégradation est significative en comparant
avec le contrdle. Comme pour I’isolat 10.1.1.1, la dégradation se déroule lors de la phase

de déclin et semble se poursuivre aprés 14 jours.
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Figure 17. Suivi de la concentration d'équol pour les isolats de I’enrichissement a haute
concentration d’équol contenant du lisier dans du TSB.

65



0,800
0,700
0,600 -
0,500 /.\//\\-\ﬂ~ o1
0400 | ro _e9211
N R 9.2.1.2
: 10.1.1.1
0,200

0,100 -

0,000 +——+— - -
012 3 4 5 6 7 8 9 101112 13

Durée (jours)

D.0. 600 nm

Figure 18. Suivi de la biomasse des isolats de I’enrichissement a haute concentration
d’équol contenant du lisier dans du TSB.

La figure 19 montre les résultats du suivi de la dégradation de 1’équol en milieu
MM. Les isolats 6.1.1 et 10.1.1.1 dégradent entierement 1’équol en 2 jours et I’isolat
9.2.1.1 le fait en 4 jours. L’isolat 9.2.1.2 ne semble pas présenter de dégradation d’équol.
Les cultures en MM ne présentaient pas de croissance mesurable a 600 nm ni de

biomasse visible a 1’ ceil nu.
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Figure 19. Suivi de la concentration d'équol pour les isolats de I’enrichissement a haute
concentration d’équol contenant du lisier dans du MM.

3.3.2 Suivi de I'estrogénécité par YES

Les isolats 6.1.1, 9.2.1.1 et 10.1.1.1 de I’enrichissement a haute concentration
d’équol contenant du lisier ont été sélectionnés pour le suivi de I’estrogénécité par YES
car ils ont dégradé trés fortement ’équol. Les isolats de I’enrichissement a basse
concentration d’équol n’ont pas été testés car une concentration de 10 ppm d’équol ne
rend pas le milieu assez estrogénique pour le YES. Les isolats de I’enrichissement a haute
concentration d’équol n’ont pas été testés car ils ne dégradaient pas assez efficacement
I’équol.

Deux échantillons ont été testés par isolat et par milieu (MM et TSB). Les
échantillons provenaient du test de dégradation de 1’équol apres 12 jours d’incubation. Un
échantillon était pris a la fin de la dégradation totale de I’équol et un autre 2 la fin du test
de dégradation (jour 12). Pour les isolats présentant une dégradation partielle de I’équol,
seul un échantillon prélevé au jour 12 a ét€ testé. Pour le milieu TSB, les échantillons

étaient 6.1.1 aux jours 4 et 12, 9.2.1.1 au jour 12 et 10.1.1.1 au jour 12. Pour le milieu
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MM, les échantillons €étaient 6.1.1 aux jours 2 et 12, 9.2.1.1 aux jours 4 et 12 et 10.1.1.1
aux jours 2 et 12. La valeur de référence sans dégradation était le contrdle avec équol et
sans bactérie de chaque milieu.

Les résultats des tests YES sont présentés a la figure 20 pour les échantillons dans

le milieu TSB et dans la
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figure 21 pour les échantillons en milieu MM. A I’aide des données obtenues les ECso ont
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été calculés. Ils peuvent étre retrouvés dans le tableau 22 (TSB) et le tableau 23 (MM).
Dans tous les cas, une diminution de la quantité d’équol était liée a une diminution de
I’estrogénécité. Pour certains échantillons, il semblait rester une estrogénécité résiduelle
méme si tout I’équol était dégradé. Cette estrogénécité ne peut étre due au milieu car des
contrdles contenant ne contenant pas d’équol ont été faits pour chacun des milieux lors
des tests de YES et ils ne présentaient aucune activité estrogénique. Il est aussi possible
d’observer que dans les cas ou la dégradation se fait rapidement en deux quatre jours, une
attente de 2 semaines ne change rien a I’activité estrogénique une fois la dégradation
initiale terminée. Il est a noter que pour tous les échantillons pour lesquels une grande
proportion d’équol a été dégradée, les ECsy calculés ne sont pas valides. Le calcul de
I’ECs nécessite I’utilisation de la réponse maximale. Ce niveau de réponse n’a pas été
atteint lorsque 1’équol se retrouvait en trop petite quantité dans le milieu. Il est toutefois
possible de dire que méme si I’ECsp calculé n’est pas valide il correspond a une valeur

supérieure a -0,76 (le ECsy valide le plus élevé).
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D.0. Corrigée
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Figure 20. Résultats des tests YES apres dégradation de 1’équol en milieu TSB.
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Controle dans du MM
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Figure 21. Résultats des tests YES apreés dégradation de I’équol en milieu MM.
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Tableau 22. Valeur ’EC50 des milieux aprés dégradation de 1’équol par différents isolats
de I’enrichissement a haute concentration d’équol contenant du lisier en milieu TSB.

ECsp
Echantillon Jour de la prise de I’échantillon (logarithme de la concentration

en M)

Contréle -2,85
4 -1,03

6.1.1

12 -0,76
9.2.1.1 12 -0,24*
10.1.1.1 12 -1,43

*Valeurs non valides car la courbe logistique n’est pas compléte étant donné la faible
activité estrogénique.

Tableau 23. Valeur d’EC50 des milieux aprés dégradation de I’équol par différents isolats

de I’enrichissement a haute concentration d’équol contenant du lisier en milieu MM.

ECspo
Echantillon Jour de la prise de I’échantillon (logarithme de la concentration
en M)
Controle -3,30
2 3,48%
6.1.1

12 2,64*
4 1,70*

9.2.1.1
12 4,03*
2 2,54%

10.1.1.1
12 1,75*

*Valeurs non valides car la courbe logistique n’est pas compléte étant donné la faible
activité estrogénique.
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3.4 Recherche d’intermédiaires de dégradation de I'équol par
spectrométrie de masse

La recherche d’intermédiaires de dégradation a ét€ réalisée en analysant
différents ions au spectrometre de masse dans différents échantillons dans lesquels de
I’équol a été dégradé. Les isolats 6.1.1,9.2.1.1 et 10.1.1.1 ont été mis en présence d’équol
deutéré et non deutéré en quantité égale (50 ppm de chaque) dans du milieu TSB et
incubés 1 semaine. Pour chaque isolat, trois échantillons ont été prélevés a 3 jours
différents durant la semaine d’incubation.

Une approche utilisée était de rechercher des ions correspondant aux ions
pseudomoléculaires des produits de dégradation de I’équol et de son équivalent deutéré.
L’équol deutéré utilisé est plus lourd de 4 Da que I’équol naturel (figure 22). Les ions
pseudomoléculaires des intermédiaires de dégradation de 1’équol deutéré devraient donc
posséder une différence de masse d’au plus 4 Da par rapport aux produits de dégradation
issus de la dégradation de I’équol non deutéré. Une seconde approche a consisté a
rechercher certains ions caractéristiques de certains types de dégradation, comme
I’hydroxylation ou la méthylation, rencontrés dans la dégradation bactérienne de

différents flavonoides.

Equol Equol-d4

Figure 22. Structure de I’équol. Les positions marquées au deutérium sont indiquées par
un D (Chemblink).
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Les masses des différents ions pseudomoléculaires potentiels des intermédiaires
de dégradation de 1’équol se retrouvent au tableau 24. Le premier produit de dégradation
recherché était I’équol hydroxylé. L’équol peut étre hydroxylé une ou plusieurs fois et ces
groupes hydroxyles pourraient remplacer des atomes de deutérium. Ce type de
modification chimique a été observé sur d’autres isoflavones (Klus et Barz, 1998). Une
autre modification chimique rapportée est la méthylation. L’ajout d‘un ou plusieurs
groupements méthyle est possible et ces groupements pourraient remplacer des atomes de
deutérium. La méthylation est souvent la premiére étape de la dégradation de flavonoides
(les isoflavones font parties de cette classe de molécules)(Klus et Barz, 1998). Le clivage
du cycle C (voir figure 22) est une autre modification possible de I’équol. Cette
modification chimique a été observée sur la daidzéine et la génistéine (Aura, 2008). Le
clivage du cycle C peut donner 2 molécules différentes et une des molécules perd un ou
deux deutérium. Finalement, I’acide 2-(4-hydroxyphényl)-propionique est un produit qui
pourrait provenir du clivage complet du cycle C de 1’équol. Ce produit n’a jamais été
observé mais il a été proposé comme intermédiaire de dégradation (Bayer et al., 2001).
Aucun ion correspondant a I’ion pseudomoléculaire de ces molécules n’a €été retrouvé

dans les échantillons testés.
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Tableau 24. Liste des intermédiaires potentiels de 1’équol dégradé qui ont été recherchés

par spectrométrie de masse.

. . Masse de Masse de I’intermédiaire
Modification . . '
I’intermédiaire deutéré
simple 258 262/261
double 274 27812771276
Hydroxylation triple 290 2047293 /29272917290
310/309/308 /307 /306
quadruple 306 /305
simple 256 260/259
double 270 27412731272
Méthylation
triple 284 288 /287 /286 /285
quadruple 298 302/301/300/299 /298
244 248 /247
Clivage de I’anneau C
242 246/245/244
Acide 2-(4-hydroxyphenyl)- propionique 166 169/168 /167 /166
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4 Discussion

4.1 Détection et dosage des estrogénes dans le lisier de porc

par LC-MS

4.1.1 Récupération des estrogénes lors de I'extraction en phase
solide

Le protocole d’extraction a €t€ légérement modifié par rapport a celui utilisé par
Martine Isabelle lors de son projet de maitrise (Isabelle, 2007). Une centrifugation de plus
a €té rajoutée lorsque les surnageants sont combinés avant de passer I’échantillon sur la
colonne SPE. Une récupération de 53% des estrogénes libres a été rapportée pour son
projet. Dans le présent travail, les pourcentages de récupération allaient de 57 a 61 %
(Tableau 12).

La plupart des auteurs utilisant un protocole d’extraction en phase solide pour
concentrer des estrogenes libres dans un échantillon ne rapportent pas leur efficacité de
récupération. Certains donnent des chiffres pour un essai dans de I’eau, comme Furuichi
et al. (2006)qui rapportent des taux de récupération de 83 4 106 %. D’autres ne précisent
pas la nature de leur échantillon, comme Sarmah er al. (2006) qui rapportent un
pourcentage de récupération allant de 85 a 125 %. Ces chiffres ne sont pas trés utiles car
les éléments contenus dans le lisier, le fumier ou toute autre forme de récupération des
déchets d’animaux interférent tres probablement au niveau de la liaison des estrogénes
avec la colonne ce qui réduit la capacité d’extraction des estrogénes libres.

Pour ce qui est de I’équol, les auteurs ayant dosé cette molécule sont encore moins

nombreux que pour les estrogénes libres. Aucune donnée d’efficacité de récupération des
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estrogénes lors de I’extraction n’a pu é&tre trouvée. Par contre, méme sans base de

comparaison, un pourcentage de récupération de 105% semble satisfaisant (tableau 12).

4.1.2 Limite de dosage des estrogéenes

La limite de dosage correspond a la concentration la plus faible d’un composé
pouvant étre dosé en toute confiance. La limite de dosage pour les estrogénes naturels
était d’environs 30 pg/l (Tableau 13). Cette limite est trop élevée pour étre utilisable car
les concentrations retrouvées dans le lisier sont situées entre 1 et 25 pg/l. Etudier la
dégradation dans le temps des estrogénes est donc impossible a 1’aide de cette technique
d’extraction, tout au plus serait-il possible d’observer la disparition des estrogénes les
plus concentrés.

Cette limite de dosage semble trés élevée comparativement a Isabelle (2007) qui a
mis au point ce protocole. La limite de détection de Isabelle (2007) était de 400 ng/l, ce
qui donne une limite de dosage d’environ 1,2 pg/l puisque la limite de dosage correspond
a 3 fois la limite de détection. Ces mesures obtenues par Isabelle (2007) sont donc
environ 25 fois plus sensibles que celles obtenues lors de ce projet. Les raisons de ces
différences ne nous sont pas connues toutefoisle lisier utilis€ par Isabelle (2007) était plus
Agé et probablement trés différent de celui utilis€ lors de ce projet. La composition des
lisiers peut varier beaucoup selon la ferme, les conditions d’élevage et d’entreposage du

lisier utilisées.

4.2 Nombre d’isolats retrouveés pour chaque enrichissement

Le nombre d’isolats obtenus a la fin de chaque isolement est trés variable pour les
trois enrichissements (tableaux 14, 15 et 16). Plusieurs raisons expliquent ces variations.

La premiére est la technique de I’expérimentateur. Apres avoir obtenu seulement 6 isolats
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pour le premier enrichissement, la sélection de colonies & repiquer a été faite de maniére
moins restrictive afin d’obtenir plus d’isolats. De plus, une solution de vitamines a été
ajoutée aux enrichissements a haute concentration d’équol ce qui peut aussi expliquer la
plus grande diversité obtenue pour ces enrichissements. L’enrichissement a haute
concentration d’équol contenant du lisier avait aussi un inoculum initial plus diversifié
car un é€chantillon de boue activée d’usine d’épuration des eaux ainsi que du lisier lui ont
été ajoutés en plus de la biomasse du réacteur de déphosphatation. La différence de

concentration d’équol et la présence de plusieurs sources de carbones dans un des

enrichissements ont probablement aussi affectés le nombre d’isolats obtenus.

4.3 Genres et espéces bactériens retrouves

Les especes Arthrobacter protophormiae et Pseudomonas stutzeri ont été isolées
de I’enrichissement a basse concentration d’équol (tableau 17). Arthrobacter
protophormiae a ét€ retrouvée dans des eaux usées provenant d’une ferme de bovins
(Wenning et al., 2006). Une espéce trés apparentée, Arthrobacter soli a été retrouvée
dans les sédiments d’un réservoir d’eaux usées (Roh et al., 2008). D’une maniére plus
générale, le genre Arthrobacter se retrouve dans divers environnements comme le sol
(Hagedorn et Holt, 1975), les étangs (Reddy et al., 2000), certains fromages (Wenning et
al., 2006), les caves alpines (Margesin et al., 2004) et I’ Antarctique (Pindi et al., 2009).
Pseudomonas stutzeri a été isolé de sols, d’échantillons d’eau et de certains patients
hospitalisés (Palleroni et al., 1970).

Les genres Stenotrophomonas, Pseudomonas et Serratia ainsi que |’espéce
Serratia marcescens ont été isolés de I’enrichissement a haute concentration d’équol

(tableau 18). Le genre Stenotrophomonas est un genre ubiquitaire qui se retrouve chez
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des patients hospitalisés, associ€ a la rhizosphere, dans I’eau et les sédiments mais aussi
dans les égouts et dans des fermenteurs (Hauben et al., 1999). Le genre Serratia a été
isolé de certains patients, d’insectes et de certains tissus végétaux comme les feuilles de
laitue, de I’herbe ou des noix de coco (Grimont et al., 1981).

Les genres Pseudomonas, Citrobacter et Pseudochrobactrum ainsi que les
especes Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Klebsiella oxytoca et Citrobacter
farmeri ont été isolés de I’enrichissement a haute concentration d’équol contenant du
lisier (tableau 19). Le genre Citrobacter se retrouve dans les sols, dans 1’eau, dans les
égouts et dans le systeme digestif des humains (Doran, 1999). Le genre
Pseudochrobactrum a été retrouvé dans de la colle industrielle et dans une blessure au
genou d’un homme (Kampfer et al., 2006). Le genre Klebsiella a été isolé de sols, de
I’eau, sur des légumes, chez certains animaux et chez des patients immunodéprimés
(Brown et Seidler, 1973; Podschun et al., 2001).

D’une maniére générale, les genres et espeéces retrouvés dans les enrichissements
sont ubiquitaires. 11 n’est donc pas surprenant qu’ils se retrouvent dans les
enrichissements qui ont €t€ en contact avec un inoculum de réacteur, du lisier, des boues
activées et la flore ambiante des laboratoires (les enrichissements n’ont pas été effectués
de maniere stérile). Seule la découverte du genre Stenotrophomonas n’est pas appuyée
par la littérature. Par contre, ce genre a été isolé récemment, il est donc possible que les

habitats rapportés de ce genre ne soient pas représentatifs.

4.4 Dégradation de I’équol

Des isolats de I’enrichissement a basse concentration d’équol (tableau 17 et figure

11), Arthrobacter protophormiae est la seule espéce qui dégrade 1’équol et les cinq isolats
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de cette espéce bactérienne (9.1, 11.1, 11.2, 13.2 et 13.3) le font. Kluz et Barz (1998) ont
démontré qu’une souche appartenant aux genres Arthrobacter ou Micrococcus était
capable de dégrader certains isoflavones, la génistéine et la biochanine A, par réaction
d’hydroxylation. Il est donc possible que les bactéries du genre Arthrobacter aient la
capacité de dégrader plusieurs types d’isoflavones. Il pourrait étre intéressant de faire des
tests de dégradations avec d’autres isoflavones.

De tous les isolats dégradant faiblement 1’équol obtenus du de I’enrichissement a
haute concentration d’équol (tableau 18 et figure 14), seul Serratia marcescens (13.1) a
été identifié. Pour I’enrichissement a haute concentration d’équol contenant du lisier
(tableau 19 et figure 17), les isolats dégradant 1’équol appartenaient aux genres
Citrobacter (10.1.1) et Pseudomonas (6.1.1) ainsi qu’a I’espece Klebsiella oxytoca
(9.2.1.1). Plusieurs isolats €taient des especes Serratia marcescens et Klebsiella oxytoca
bien que seul un isolat de chaque espéce, respectivement 6.1 et 9.2.1.1, semblait dégrader
I’équol. Il est possible que les enzymes nécessaires a la dégradation de I’équol ne se
retrouvent que dans certaines souches. Aucun cas de dégradation d’équol, de daidz€ine
ou d’isoflavones par les genres et especes identifi€s n’a été retrouvé dans la littérature. La
plus forte activité de dégradation de I’équol pour les 3 isolats a été observée en milieu
MM comparativement au milieu TSB bien qu’aucune croissance n’ait ét€ observée dans
le milieu MM. Des €tudes ultérieures seraient nécessaires pour déterminer le milieu de
culture optimal permettant a la fois la croissance bactérienne des isolats et une activité
importante de dégradation.

La biodégradation de I’équol a déja été observée dans un traitement de type

UASB (Furuichi et al., 2006) ainsi que par un consortium enrichi (Isabelle, 2007). A
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notre connaissance, c’est la premiére fois, que des isolats capables de dégrader 1’équol

ont été€ obtenus en culture pure .

4.5 Variation d’estrogénécité accompagnant la dégradation
d’équol

La dégradation de I’équol observée par les isolats de I’enrichissement & haute
concentration d’équol contenant du lisier était toujours accompagnée d’une baisse
d’estrogénécité (figure 17 et tableau 22) ce qui confirme qu’il y a bien eu transformation
de celle-ci. Cette étude n’a pas permis de déterminer le niveau de transformation
minimal pour obtenir une baisse d’estrogénécité de 1’équol.

Le YES est une technique intéressante pour étudier ’estrogénécité totale d’un
mélange de substances. Par contre, lorsque les substances étudiées sont faiblement
estrogéniques comme 1’équol, mesurer la variation d’activité devient difficile. Etudier la
variation d’estrogénécité d’isoflavones encore moins estrogéniques que 1’équol serait
pratiquement impossible a ’aide de cette technique. La plupart des approches
mathématiques utilisées pour comparer les résultats du YES utilisent la totalité¢ de la
courbe en «S ». Si des substances tres faiblement estrogéniques étaient utilisées, il
faudrait utiliser des concentrations qui ne se retrouvent jamais dans 1’environnement pour
obtenir une courbe entiere. De plus, I’équol est trés soluble dans I’eau comparativement a

la plupart des isoflavones, ce qui rend impossible 1’utilisation de concentrations élevées

de ces isoflavones.
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4.6 Recherche d’intermédiaires de dégradation

Le fait qu’aucun intermédiaire de dégradation n’ait été observé dans les tests de
dégradation des cultures pures peut avoir plusieurs explications. Les modifications
potentielles de 1’équol ont été tirées de la littérature décrivant la dégradation de divers
isoflavones. Par exemple, la polyhydroxylation a été observée sur des molécules de
biochanine A et de génistéine (Klus et Barz, 1998). Il est possible que 1’équol soit
dégradé différemment des isoflavones les plus étudiés dans la littérature et que les
intermédiaires n’aient pas été détectés lors des analyses au MS. L’équol aurait pu étre
rapidement dégradé en molécules plus simples et aucun intermédiaire ne se serait
accumulé dans le milieu.

II est aussi possible que les intermédiaires de dégradation de 1’équol soient
intégrés dans les bactéries. Ils auraient été retirés des échantillons lors des étapes de

centrifugation et de filtration.
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Conclusion et perspectives

Des essais de dosage d’estrogéne ont €té effectués dans du lisier de porcs mais la
sensibilité des mesures obtenues n’était pas assez grande pour les doser. Trois
enrichissements ont été effectués afin d’isoler des souches bactériennes qui peuvent
dégrader I’équol. De ces trois enrichissements, 11 isolats capables de dégrader I’équol ont
été obtenus. Dans tous les cas testés, la dégradation de 1’équol était accompagnée d’une
diminution de I’estrogénécité. Des intermédiaires de dégradation ont été recherchés a
I’aide d’équol marqué au deutérium mais aucun n’a pu étre retrouvé. A notre
connaissance, c’est la premiere fois que des isolats capables de dégrader 1’équol ont €té
obtenus en culture pure.

Plusieurs points seraient intéressants a approfondir. Mé&me si 1’équol est le plus
estrogénique du lisier, il existe plusieurs autres isoflavones qui ne sont pas pris en compte
dans la littérature. Des analyses afin de les identifier pourraient nous permettre de mieux
connaitre les sources d’activité estrogénique du lisier. Une grande partie de I’activité
estrogénique du lisier provient encore de source inconnue (Furuichi et al., 2006). De plus,
cela pourrait fournir des indications sur les précurseurs de 1’équol (daidz€ine, daidzine) et
donnerait une idée de la proportion transformée en équol et en O-déméthylangolensin
durant la digestion des porcs. Il pourrait aussi étre intéressant de suivre la variation de
concentration de 1I’équol durant son entreposage. Cela permettrait de déterminer si de
I’équol est globalement créé ou dégradé durant I’entreposage. L’effet de différents

traitements sur ces divers isoflavones pourrait aussi étre étudié.
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5 Annexes

5.1 Milieux de cultures pour les levures BJ 3505.

5.1.1 Gélose YES

Dans un erlenmeyer de 100 mL;

10X Base azotée pour levures (YNB-w/o amino acids Difco #
10 mL
0919-15, 33.5 g dans 500 mL d’eau Milli-Q)
Bactoagar 2g
Eau Milli-Q 40 mL
Dans un erlenmeyer de 100 mL;
Lysine (1.8 g L-lysine-HCI/ 500 mL d’eau Milli-Q) I mL

Histidine (1.2 g L-histidine-HCI/ 500 mL d’eau Milli-Q) 1 mL

Dextrose 20% (20 g/ 100 mL d’eau Milli-Q) 10 mL

Eau MilliQ 38 mL

> Autoclaver les solutions et laisser tiédir (45-50°C). Combiner les solutions et
mélanger délicatement.
> Mettre 15-20 mL par pétri, attendre qu’ils figent et entreposer a2 4°C a I’envers.




5.1.2 Milieu Liquide YES

10X Base azotée pour levures (YNB-w/o amino acids Difco #

50 mL
0919-15, 33.5 g dans 500 mL d’eau Milli-Q)
Dextrose 20% (20 g/ 100 mL d’eau Milli-Q) 50 mL
Lysine (1.8 g L-lysine-HCl/ 500 mL d’eau Milli-Q) 5mL
Histidine (1.2 g L-histidine-HCIl/ 500 mL d’eau Milli-Q) 5SmL

» Compléter a 500 mL avec de I’eau Milli-Q.
» Stériliser par filtration.
» Conserver a 4°C.
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5.2 Solutions pour la réeaction enzymatique du test YES.

5.2.1 Solution ONPG/Lyticase

Ortho-nitrophenyl-B-galactoside (ONPG)

20 mg

Solution stock lyticase 10X

500 uL

Tampon Z

Compléter a 5 ml

» Vortexer jusqu’a dissolution de I’ONPG.

» Conserver sur glace.

5.2.2 Tampon Z + SDS + mercaptoéthanol

Tampon Z 18 mL
Solution SDS 0,1% 0,9 mL
Mercaptoéthanol 47 uL
» Conserver sur glace.
5.2.3 Tampon Z
Pour 11 Pour 500 ml
Na,HPO, 852¢g 4,26 g
NaH,PO4 .H,O 552¢g 2,76 g
KClI 0,746 g 0373 ¢g
MgSO,4 0,129 g 0,065 g
Eau milliQ Compléter a 1000 ml | Compléter 2 S00 ml

» Stériliser par filtration.
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5.2.4 Solution stock lyticase 10X

Pour 10 mL
Lyticase (Sigma) 10 mg
Tampon phosphate de potassium 1M pH 7.5 1 mL
NaCl SM 0,2 mL
Glycérol SmL
Eau milliQ Compléter a 10 mL

> Conserver a -20°C.

5.2.5 Tampon phosphate de potassium 1M pH 7.5

Solution KH,PO,4 1M

KH,PO,

13,6 g

Eau MilliQ

Compléter a 100 mL

Solution K;HPO4 IM

K>HPO

17,1 g

Eau MilliQ

Compléter a 100 mL

> Ajuster le pH de la solution K,HPO,4 a 7,5 a I’aide de la solution KH,PO,,

» Stériliser par filtration.
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5.3 MM et solution de vitamines.

5.3.1 MM (Milieu minéral)

11 250 ml
Na,HPO, 10,51 g 2,63 g
KH,PO4 15¢g 0375¢g
Solution milieu minéral 10X 100 ml 25 ml
Solution éléments traces 3ml 750 ul
Eau milliQ Compléter a 1000 ml Compléter a 250ml

> Autoclaver.

> Laisser tiédir (45-50°C) et ajouter du NaHCOs en solution (stérilisée par filtration,
solution stock a 50 g/1) pour une concentration finale de 0,5 g par litre.

5.3.2 Solution éléments traces

ZnS0,4.7H,0O 10 mg
MnCL,.4H,0 3 mg
H3B0, 30 mg
CoCl,.6H,O 20 mg
CuCl,.6H,0 0,79 mg
ou CuCl,..2H,0 0,55 mg
NiCl,.6H,0 2 mg
Na,Mo004.2H,0 3mg
Eau milliQ Compléter a 1000 ml

> Autoclaver.
» Conserver a -4°C.
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5.3.3 Solution milieu minéral 10X

MgS0,.7H,0 2g
NH,4CI 10g
Ferric ammonium citrate 0,05¢
CaCl,.2H,0 0,1g
Eau milliQ Compléter a 1000ml

> Autoclaver.Conserver a -4°C.

5.3.4 Solution de vitamines

p-Aminobenzoic acid 5mg
Folic acid 2 mg

Biotin 2mg

Nicotinic acid 5 mg
Calcium pantothenate Smg
Riboflavin 5 mg
Thiamine HCI 5mg
Pyridoxine HCI (vitamin B6) 10 mg
Cyanocobalamin (vitamin B12) 100 pg
Thioctic acid (lipoic acid) 5 mg

Eau milliQ 1L

Dissoudre les vitamines une a la fois dans I’eau milliQ. Si nécessaire, ajuster le
pH a 7 avec du NaOH pour dissoudre la biotine et 1’acide folique.

Stériliser par filtration.

Conserver dans le noir.

Utiliser 10 ml de solution pour 1L de milieu.

YVVV V¥V




5.4 Solutions et tampons pour la biologie moléculaire.

5.4.1 Tampon TEN

TRIS-HCI IM pH 8.0 5ml
EDTA.2Na 0.5M pH 8.0 2 ml
NaCl 5M 3ml

Eau milliQ Compléter a 100 ml

> Stériliser par filtration.

5.4.2 rTaq polymérase d’ADN

Provient du kit Illustra de GE Healthcare. Contient 5 unités/pl. En solution de 50

mM Tris-HCl, pH 7,5, 5 mM DTT, 0,1 mM EDTA, stabilisateurs et 50% glycérol.

5.4.3 10X Tampon PCR

Provient du kit Ilustra de GE Healthcare. Contient 500 mM KCl, 15 mM MgCl,

et 100 mM Tris-HCI (pH 9).

5.4.4 Séquence des amorces PA et PH

pPA: 5' AGA GTT TGA TC(c-a) TGG CTC AG 3’

pH: 5" AAG GAG GTG ATCCAGCCGCA 3
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5.1 Séquences du géne de ’ADNr 16S des isolats

5.1.1 Séquences de I'enrichissement a basse concentration d’équol

Isolat | Numéro d’accés

9.1 GUB26110

11.1 GUS826111

11.2 GU826112

13.1 GU826113

13.2 GUB26114

La séquence de l'isolat 13.3 n’a pas été acceptée par GenBank car elle ne

présentait pas une assez bonne couverture. Cette séquence était :

13.3
ATAACACTGAGTAACCTGCCCTGACTCTGATAACCCGGTAACTGGGTAATAC
CGGAATGACCTAGCATGTCTTGTGGGAAATTTCAATTGGGGATGGACTCGCG
GCCTATCACTTGTTGGTGAGGTATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCG
GCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAACTCCTAC
GGGAGGCAGCACTGGGGAATATTGCCAATGGGCGCAAGCCTGATGCACGAC
GCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGAAGA
AGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCACA
GCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAG
AGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGTCCGAGGCTCAACCTCG
GATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGATGTAGGGGAGACTGGAATTC
CTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAATATCAGAGGAACACCGATGGCGAAGGC
AGGTCTCTGGGCATTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAAGCGAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTTGGGCACTAGGTGTG
GGGGACATTCCACGTTTTCCGCGCCGTTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCT
GGGGAGTACGGCGCAAGGCAAATTCAAAGGATGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGCGGAGCATGGGATTAATTCGAGCACGCGAGAACCTTCAGGCTGACATGTC
CAGCCGCCTCAGAGAGGGGTTCCTTGGGGCGGTTCACAGTGGTGCATGGTGT
GTCAGCTCGGTCGGAGATGTGGGAAGTCCGCAGAGCACCCTCGTTCAGGGCC
ACGGGTAGCCGGGGATTCATGGAGACTGCCGGGGTCACTCGGAGGATCGTGG
GAGGATATTTAAGGCAAATACACTATGTTATGTGAGAAGAACCATACAGTGT
GTCACAAGATTGCGTCCGTTCAGTTTTAGTCTACAATTAGCATTGCATTAAAT
CGGGGTTTACACAGCTCAATCTGGTATAGTGAAGTGGTTCCTCCAAACGTGC
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ACAGGTCCCATTTCCAGGTCCGGCCTGTCGATGTGCTAAAATGCAACAAATA
GGGAGTATAGGTATACATTATAAAA

5.1.2 Séquences de I’enrichissement a haute concentration d’équol

Isolat { Numéro d’acces

2 GU826115

5.2 GUB26116

6.1 GU826117

10.1 GU826118

23.2 GU826119

Les séquences des isolats 3.2.1 et 23.1 n’ont pas acceptées par GenBank car elle

sne présentaiten pas une assez bonne couverture. Cette séquence était :

3.2.1
ACGTCCGACGGAAGAACTCGGGAGACCATTCGGTTCCTCACTGACTAGCCTT
AGCTATTTTGTGATGTAATGCTCTCCCGTCGACACTTGGCTGGTTGACAGAGT
CACCCTCTGGCGAATCCAAACCCTACCAGGAAAAGGGGGGAAAATGACATG
GGCAATTGATCGCGCCTGGGAACAACGTTCGATGCAAGCCTTCGTTGGAGGA
GGGTTGCAGACCAATCTGCTCTCTTTGCTCCTAAACCCGGATTAACTCTGTGC
AACATCCCGTAAATGAGGGTGCAAGTTACTCCCAATTACTGGGAAAGCGCGC
GTAGTGGTTTGTTAATTGGATGTGAAATCCCCGGGCCACCTGGGAACTGCATC
CAAAACTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGGGAATTTCCTGTGTCGTG
AAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCGTGGCGAAGGCGACCACTGGACTG
ATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTACCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTT
AGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
TTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
AATTGAAGCAGGAAGACCTTACAGGCTGACTGCAATGAATCCAGAGATGGAT
TGGGCCTTCGGGAGCATTAGACGGTTTCATGGCTGTCGTCACTCGTGTGAGAT
GTGGTAAGTCCGTAACGACGCCACCCTGTCCTATGTTACCAGCACGTAATGGT
GGCAGCTTAAGGAGACGCCGGTGCACGGGGAAGGGGAGGTAAGTCATCATC
ATAACCGTGGGTTCACGAAATTCAGGTTAACTTCCACCCATCGTATATCCAGA
GGAACGTCTAAAACAGTCTGAAGGGGAAGCGGATTGATCCTTGTAGATAGGG
CTCAGTACGATTCTGAAGACACAACTGCGACAGCGCGAGGCACGGCATGGGA
CGGGTGACACTCAATGTAGGAGAATCACCATCGGAGTACGTGCTCAGAAA

93



23.1
TGGGGGACAACGTTTCTAAAGACCTTACCATACTCCTACGGAGAAACAGGAC
CTTCCGCTTGTTATCAGATGAGCCAGGTCGGATTGCTTGTTGGTGGGTAAAGG
CCTCCAAGGCGACGATCCGAACTGGCTGAGATGATCACATCTCTGACTGAGA
CACGTCCAACTCCTACGGGAGGCAGATGGGGAATATTGAACAAGGGCATGCC
TGATCCACCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTA
ATTGGGAGGAAGGGCATAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAG
AATAAGCACCGGGTAACTTCGTGCCACAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAA
GCGTTATCGGAATTACTGGCGTAAAGCGCGCGTAGTGGTTTGGTAAGATGAT
GTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCTCCATAACTGCCTGACTAGAG
TACGGAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAG
GAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAG
GTGCGAAAGCGTGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGTCGACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTAGTGGCGCAGCTAAC
GCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGA
ATTGACGGGGGCCCCACAAGCGTGTAGCATGTGGTTTAATTCGAACAACGCG
AAGAACCTTCCTTCCTTGCATTCCGGAACTTGCAGAGATCGCGGTGCCTTCGG
GATATTGTACCAGGTTCTCCATGTGTGTCTCGTCGTCTTTTATTATCCGTACCA
CGCATCCTGTCCTTAGTTCCACCTCCTATGGCAAAGAGATCCTCTTCCACCTT
AAATATCACCCTTCCACATCTATCTTCCTACCGTTCCTTACACACCTTAACAGT
GGCATCAAAGCCACACCCCCACTTTTCCAGATCGCCCCATAGAATGCTGCTTA
CGTTGATCGCTCTCTCGTACTATAGAAGATTTCCTTTCGCCTGGCCATTCCGTC
GTTTTCTCCCCGGGCCTTTTAAGGGCCTCCTCACCGCAACTGGATTCC
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5.1.3 Séquences de I'enrichissement a haute concentration d’équol

contenant du lisier

Isolat | Numéro d’acces
3.1.1.1 GU826120
3.1.1.2 GUB26121
3.1.2 GU826122
4.2 GU826123
6.1.1 GU826124
6.1.2 GUB26125
8 GU826126
9.1 GUB26127
9.2.1.1 GU826128
9.2.1.2 GU826129
10.1.1.1 GU826130
10.1.1.2 GU826131
21.1 GU826132
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