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RESUME

Le principal objectif de ce projet est de vérifier la possibilité d’employer un
systtme a deux phases immiscibles pour permettre la biodégradation de certains
modulateurs endocriniens. Les xénobiotiques ciblés au cours de cette étude, ont été les
composés d’origine naturelle et synthétique présents en plus grandes concentrations dans
les eaux usées et ceux reconnus comme possédant les potentiels estrogéniques les plus
importants c’est-a-dire : 1’estrone (E1), I’estradiol (E2), I’estriol (E3) le bisphénol A
(BPA) et le 4-n-nonylphénol (NP). Une méthode analytique comprenant Ia
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM), en
association avec deux méthodes d’extraction ont permis d’extraire et d’analyser les six
composés a I’étude compris dans les deux phases du systéme. Des tests préliminaires ont
été menés sur ’huile de silicone et I’Hytrel afin d’évaluer laquelle de ces deux phases
immiscibles convient le mieux aux modulateurs endocriniens testés. L’évaluation de la
solubilité maximale, de la capacité de relargage ainsi que du coefficient de partition des
composés dans les phases hydrophobes testées ont démontré que les modulateurs a
I’étude présentent une variation de leur propriété physico-chimique trop importante pour
Iutilisation d’une phase hydrophobe universelle. Le modéle de systéme biphasique
employant les deux phases hydrophobes & I’étude a également été utilisé afin d’enrichir
six différents consortiums bactériens exposés a4 40 ou a 100 mg/L de chacun des
modulateurs endocriniens, selon la nature du composé et de la phase hydrophobe
employée. L’évaluation du rendement de biodégradation des modulateurs endocriniens
généré par les six consortiums bactériens enrichis démontre que certains d’entre eux
abritent des microorganismes capables de dégrader le bisphénol A ainsi que I’estriol sans
toutefois induire une minéralisation compléte. L’évaluation du potentiel de
biodégradation des composés démontre également une transformation de 1’estradiol en
estrone par I'intermédiaire de certains enrichissements. Une étude préliminaire de la
composition microbienne d’un de ces enrichissements a permis d’isoler sept souches

associées a cinq genres différents et capables de dégrader les estrogénes naturels.
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INTRODUCTION

Depuis la moitié du 20° siécle, il a été établi que le rejet de composés d’origines
industrielles et pharmaceutiques dans I’environnement provoque une perturbation du
systtme endocrinien chez de nombreux amphibiens et poissons. Une exposition & ce
genre de composés génére sur la faune aquatique des anomalies au niveau du systéme
reproducteur par la féminisation des poissons males en plus d’interférer avec le
développement normal des gonades. La présence de ce genre de composés dans
’environnement n’affecte pas seulement les organismes au bas de la chaine alimentaire;
il a également été proposé que les modulateurs endocriniens puissent étre la cause de
I’apparente baisse de la qualité du sperme depuis les années 1940 et I’augmentation de
I’incidence du cancer des testicules chez I’homme. La principale voie d’entrée de ces
composés dans I’environnement se fait via les effluents des usines de traitements des
eaux usces et des industries. Les estrogénes et les alkylphénols sont les composés
présentant le plus fort potentiel estrogénique retrouvés dans les eaux usées. C’est
pourquoi ce projet a en particulier porté sur 1’étude de ces deux familles de composés.
Les faibles concentrations de modulateurs (de ’ordre du ng/L au pg/L) rendent leur
élimination inefficace par les systémes conventionnels de traitements des eaux usées. Les
systtmes a deux phases immiscibles constituent une alternative intéressante aux
méthodes  physico-chimiques couramment employées pour le traitement des
xénobiotiques contenus dans les eaux usées. Ce genre de systéme est employé depuis les
vingt derniéres années dans de nombreux processus visant la biodégradation de polluants

environnementaux a caractére hydrophobe.

Le but de ce projet était donc de développer un systéme 4 deux phases
immiscibles pour permettre la biodégradation des modulateurs endocriniens retrouvés en
plus grandes concentrations dans les eaux usées c’est-a-dire: I’estradiol, I’estrone,
Iestriol, I’éthynylestradiol, le nonylphénol, et le bisphénol A. L’hypothése principale
était que le caractére hydrophobe des ces modulateurs permettrait leur mouvement des
eaux usées a une phase hydrophobe permettant de les rendre plus disponibles pour leur

biodégradation par une flore microbienne adaptée.
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Pour permettre la réalisation de ce projet, trois objectifs spécifiques ont été
abordés. En un premier temps, des méthodes analytiques ont été développées afin de
permettre la quantification et par le fait méme le suivi des modulateurs endocriniens au
sein des deux phases du systéme. Ensuite, I’identification de la phase hydrophobe la plus
appropriée entre I’Hytrel et I’huile de silicone, soit les deux phases testées, a été effectuée
par I’entremise de ’évaluation de certains paramétres physico-chimiques tels que la
solubilité maximale des composés dans chaque phase, la capacité de relargage des
modulateurs ainsi que leur coefficient de partition au sein de I’Hytrel. Finalement, le
développement d’une microflore adaptée au systéme biphasique et capable de dégrader
certains des modulateurs 2 1’étude a été mise au point suite a des enrichissements en série

comprenant comme principale source de carbone les xénobiotiques testés.

Page | xvii



1. REVUE DE LITTERATURE

1.1 Introduction aux modulateurs endocriniens

On compte jusqu’a présent plus de 100 000 composés synthétiques et semi-
synthétiques sur le marché (Acerini et al. 2006). Parmi ceux-ci, il existe une classe bien
particuliére qui depuis les trente derniéres années suscite beaucoup d’inquiétude au sein
de la communauté scientifique. Il s’agit d’un groupe de composés appelés modulateurs
endocriniens. Ces molécules sont définies comme étant une substance exogéne ou un
mélange de celles-ci qui altére les fonctions du systéme endocrinien et qui par le fait
méme génére des effets sur les organismes et leur progéniture (Vos et al. 2000). L’agence
de protection environnementale des Etats-Unis (US EPA) décrit les modulateurs comme
étant capable d’interférer avec la synthése, la sécrétion, le transport, la liaison et
I’élimination des hormones naturelles responsables de maintenir ’homéostasie de
’organisme. L’ensemble des molécules capables de perturber le systéme endocriniens
sont jusqu’a présent regroupées sous six grandes classes soit : les hormones (naturelles et
synthétiques), les produits de soin personnel, les produits chimiques industriels, les
pesticides, les sous-produits de combustion et les surfactants (Chang et al. 2009). Les
principaux organismes affectés par une exposition a ce genre de composés sont les
mammiferes, les oiseaux, les reptiles, les poissons et les invertébrés (Tyler et al. 1998).
Ces organismes entrent en contact avec ces types de polluants par I’intermédiaire de I’eau,
de I’air et des aliments. Dés les années soixante, on constata que ce type de molécules
n’étaient pas complétement éliminées par les traitements conventionnels des eaux,
menant donc & I’évidence que ces derniers peuvent se retrouver dans la nature (Stumm-
Zollinger et al. 1965). Au cours des années soixante-dix et quatre-vingt, la présence
d’hormones d’origine humaine et des produits pharmaceutiques ont été détectés dans les
effluents des usines de traitements des eaux ainsi que dans les cours d’eau avoisinants
(Aherne et al. 1989). Personne n’a semblé alarmé par cette découverte puisque les
concentrations détectées étaient extrémement faibles. Cependant, c’est au cours de la
décennie des années quatre-vingt-dix que la lumiére a été jetée sur les réels impacts que

peut générer la présence de tels composés en milieu aquatique et ce méme a de faibles
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concentrations. En 1995 et 1996, on observa dans certaines riviéres du Royaume-Uni la
présence de poissons maéles présentant des caractéristiques d’organismes intersexucs
c’est-a-dire exhibant la présence simultané des caractéres gonadiques retrouvés chez le
male et chez la femelle de la méme espéce (Jobling et al. 1998). Les principaux
responsables de cette perturbation ont été identifiés comme étant les estrogénes naturels
(estradiol et estrone) et synthétiques (17 - a - éthynylestradiol) excrétés par les humains

et retrouvés dans les effluents d’eaux traitées.

Tel que cité précédemment, les modulateurs endocriniens sont capables de
perturber le systéme du méme nom. Le systéme endocrinien est un systéme extrémement
complexe via lequel des stimuli exogénes et endogénes sont traités par ’intermédiaire du
systtme nerveux central. Ce demier déclenche une longue chaine de réactions
biochimiques menant & la sécrétion par I’hypothalamus de glycoprotéines appelées
glandotrophines. (Lintelmann et al. 2003). Ces glycoprotéines vont a leur tour agir sur les
principales glandes endocrines c’est-a-dire 1’hypophyse, la thyroide, le thymus, les
glandes surrénales, le pancréas, les ovaires et les testicules afin de générer la synthése et
la sécrétion d’hormones spécifiques. Ces derniéres régulent de nombreuses fonctions du
corps en se liant & des récepteurs situés dans certains tissus et organes. En constatant
I’ampleur des fonctions régulées par ce seul systéme, il est facile de comprendre qu’une
perturbation du systéme endocrinien peut générer de graves effets sur le fonctionnement
normal des organismes. Les effets les plus flagrants exposés dans les ouvrages
scientifiques jusqu’a présent portent principalement sur les anomalies du développement
des organes reproducteurs (Bergeron et al. 1994; MacLatchy et al. 1995). Ces derniéres
sont principalement causées par une perturbation du fonctionnement normal des

estrogénes et des récepteurs estrogéniques (Tyler et al. 1998).

1.1.1 Structures et propriétés physico-chimiques des modulateurs endocriniens

Décrire les structures et les propriétés de 1’ensemble des composés répertoriés
comme modulateurs endocriniens serait un travail beaucoup trop laborieux, c’est
pourquoi, au cours de cette section seules les structures et les propriétés physico-

chimiques de six molécules en particulier seront abordées. Il s’agit des six composes
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employés aux cours de cette étude c’est-a-dire : ’estrone (E1), I’estradiol (E2), I’estriol
(E3) et le 17 - a - éthynylestradiol (EE2) qui appartiennent & la classe des hormones
naturelles et synthétiques ainsi que le bisphénol A (BPA) et le 4-n-nonylphénol (NP)

deux composés d’origine industrielle.

1.1.1.1 Hormones naturelles et synthétiques

Les estrogénes naturels sont sécrétés principalement par les cellules folliculaires
entourant les ovocytes des ovaires (Tyler et al. 1998). Il s’agit d’hormones stéroidiennes
lipophiles et solubles dans les graisses. La famille des estrogénes naturels compte trois
composés. Parmi ceux-ci se trouve I’estradiol, le principal et le plus puissant des trois.
L’estriol et I’estrone constituent des métabolites moins actifs que 1’estradiol; par contre,
ils se retrouvent en plus grande quantité dans I’urine (Tapiero et al. 2002). Le
17 - a - éthynylestradiol appartient & la famille des estrogénes synthétiques et correspond
a lestrogéne le plus puissant des quatre estrogénes a I’étude. Ce dernier entre
principalement dans la conception de la pilule contraceptive, le médicament le plus

prescrit dans le monde entier (De Mes et al. 2005)

Les estrogénes naturels et synthétiques sont constitués de dix-huit atomes de
carbone regroupés sous trois cycles hexagonaux A, B, C et un cycle pentagonal D
(Combalbert et al. 2010). Ces quatre molécules présentent des différences structurelles au
niveau du cycle pentagonal D plus particuliérement par la nature du groupement
fonctionnel présent aux positions C-16 et C-17 (Hanselman et al. 2003). L’estradiol se
caractérise par la présence d’un groupement hydroxyle en position C-17 contrairement
Iestrone qui posseéde pour cette méme position un groupement carbonyle. L’estriol se
distingue de I’estradiol et de I’estrone par la présence de deux groupements hydroxyle en
position C-16 et C-17. Le 17 - a - éthynylestradiol constitue en fait une molécule

d’estradiol additionnée d’un groupement éthynyle en position C-17.

Les valeurs présentées au tableau 1 révélent que les estrogénes sont trés peu
solubles dans I’eau avec une solubilité moyenne pour les estrogénes naturels de 13 mg/L.
Le 17 - a - éthynylestradiol présente une solubilité encore plus faible que les composés

naturels avec une valeur de 4.8 mg/L. Leur faible solubilité dans I’eau corréle avec leur
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caractére hydrophobe qui est également élevé en présentant des valeurs de coefficient de
partition variant entre 2.45 et 3.67. Leur trés faible valeur de pression de vapeur démontre

que ces composés sont trés peu volatiles.

1.1.1.2 Composés d’origine industrielle

Le bisphénol A est un composé contenant deux noyaux aromatiques et deux
groupements hydroxyle en position para (Bae et al. 2002). 11 entre dans la composition
des résines époxy qui sont largement utilisées comme enduit protecteur sur les contenants
alimentaires, dans les peintures et dans les produits adhésifs (Staples et al. 1998). La
littérature fait état du fait que le bisphénol A peut s’échapper des emballages plastiques
contaminant ainsi la nourriture et ’environnement. D’aprés sa solubilité moyenne dans
I’eau et sa trés faible valeur de pression de vapeur, le bisphénol A peut présenter une
tendance a se partitionner dans I’eau et son taux d’évaporation & partir du sol ou de I’eau
est faible (Lintelmann et al. 2003). Sa valeur de coefficient de partition (Log Kow: 3.4)
suggére que dans I’eau, ce composé peut se retrouver associé avec la matiére organique
contenue dans les sédiments (Tsai 2006). Toutefois, ce composé est biodégradable par de
nombreux microorganismes retrouvés dans I’environnement. Il est également
métabolisable par certaines enzymes retrouvées chez les plantes et les animaux (Kang et
al. 2006).

Le nonylphénol est un métabolite issu de la dégradation du nonylphénol
éthoxylate (NPE). Ce dernier fait partie des alkylphenols ethoxylates qui représentent la
classe la plus utilisée de surfactants. Ce type de surfactants entre dans la composition de
détergents domestiques, de pesticides et de produits industriels (Ying et al. 2002). Le
nonylphénol rejeté dans ’environnement se retrouve sous forme d’un mélange complexe
de plus de 100 isoméres présentant différentes structures et positions de chaines alkyles.
Le nonylphénol substitué en position para soit le 4-NP constitue le principal isomere
rejeté dans I’environnement. Le nonylphénol est constitué d’une partie lipophile et
hydrophile. La section lipophile du composé est la plus importante et comprend le cycle
benzéne et la chaine alkyle. La partie hydrophile constitue le groupement hydroxyle
associé a la fonction phénol. Le nonylphénol a une faible solubilit¢ (5.43 mg/L).

Toutefois, di 4 son groupement phénol, sa solubilité peut varier en fonction du pH. A pH
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élevé, le groupement hydroxyle du composé se dissocie favorisant sa solubilité. Le NP
posséde également une valeur de coefficient de partition (Log Ko, : 4.48) élevée
caractéristique de sa nature hydrophobe. Tout comme pour le BPA, le nonylphénol par
son caractére hydrophobe a tendance 4 s’associer avec la matiére organique présente dans

les sédiments.
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1.2 Mécanisme d’action des estrogénes et des modulateurs endocriniens
1.2.1  Les estrogenes et le role physiologique des récepteurs estrogéniques

Les estrogénes exercent leur action en interagissant avec les récepteurs
estrogéniques (R.E.). Ces demiers sont retrouvés dans de nombreux tissus tels que le
systeme nerveux central, le systéme cardiovasculaire, le systéme immunitaire, le tractus
uro-génital, le tractus gastro-intestinal, les reins, les os, les glandes mammaires et 1’utérus
(Gustafsson 1999). Les récepteurs estrogéniques font partie de la super famille des
récepteurs nucléaires et agissent comme facteurs de transcription inductibles par
I’entremise d’un ligand. La figure 1 démontre schématiquement le mécanisme d’action
des estrogenes et des récepteurs estrogéniques. Les estrogénes voyagent jusqu’a un tissu
specifique par I’intermédiaire du systéme sanguin ol on les retrouve liés 4 une protéine
de liaison. Suite a sa dissociation, les hormones diffusent & travers la membrane cellulaire
et par la suite dans le noyau ou se trouve le récepteur estrogénique. Ce dernier en absence
d’hormones se retrouve séquestré dans un complexe multi-protéique. La liaison de
I’hormone au récepteur induit certains changements de conformation entrainant sa
dimérisation et sa liaison 4 un élément de réponse estrogénique (ERE) qui constitue une
séquence d’ADN située dans la région régulatrice des génes cibles (Hall et al. 2001). De
concert avec la machinerie générale de la transcription qui comprend différents facteurs
de transcription, I’ARN polymérase et d’autres protéines, les génes ciblés par le récepteur
estrogénique seront transcrits en ARNm qui sera par la suite traduit en protéine (Mueller
2004). L’expression des récepteurs estrogéniques peut également étre stimulée par leurs
propres ligands. Les protéines produites ainsi que les récepteurs estrogéniques assurent
différents rdles et fonctions selon la nature du tissu o ils sont exprimés. Par exemple,
I"activité des estrogénes et des récepteurs estrogéniques au niveau du systéme nerveux
central engendre de nombreux effets tels que le contréle de la reproduction et le
comportement sexuel (Gustafsson 1999). Il semblerait également qu’au niveau des tissus
vasculaires D’activation des récepteurs estrogéniques sous I’influence des estrogénes
inhiberaient la prolifération des cellules du muscle lisse impliqué dans les Iésions

vasculaires (Gustafsson 1999).
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REPONSE

Figure 1. Mécanisme d’action des récepteurs estrogéniques a I’échelle moléculaire.
Figure adaptée de (Mueller 2004).

1.2.2 Mécanismes d’action des modulateurs endocriniens

L’interférence exercée par une substance exogéne sur le systéme hormonal est
définie comme étant de la perturbation endocrinienne et la substance elle-méme est
reconnue comme étant un modulateur endocrinien (Swedenborg et al. 2009). La
littérature fait également état du fait que ces xéno-hormones peuvent avoir un effet sur les
protéines et les processus de transcriptions géniques contrdlés par les récepteurs modulant
ainsi, ’expression des génes et la réponse de certains tissus (Tyler et al. 1998). Il existe
différents mécanismes connus par lesquels les modulateurs endocriniens sont capables
d’interférer avec le fonctionnement normal du systéme endocrinien. Ces mécanismes
comprennent entre autres I’inhibition de I’aromatase, I’interférence avec les récepteurs
estrogéniques et le métabolisme des hormones naturelles. L’ensemble de ces processus de

perturbation seront décrits au cours des sections suivantes.
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1.2.2.1 Inhibition de l’aromatase

La demiére étape impliquée dans la biosynthése des estrogénes correspond a la
transformation en cycle aromatique du cycle A (figure 2). L’enzyme impliquée au cours
de cette étape porte le nom d’aromatase. Certains pesticides tels que le DDT et du
tributylétain sont reconnus comme étant capable d’inhiber I’activité de I’aromatase (Yang
et al. 2006). Cette inhibition a pour effet d’interférer avec la stéroidogenése. A plus
grande échelle, un tel phénomeéne peut engendrer la perturbation de nombreux processus
hormono-régulés tels que la production et la maturation des spermatozoides, le
développement de la puberté, I’inhibition ou la stimulation du développement et de la
croissance de tumeurs au niveau du sein, des ovaires et de la prostate (Sanderson et al.
2003).

cHs PH cHs OH

Aromatase

-

/
o HO

Testostérone 17-B-estradiol

Figure 2 : Role de I’aromatase dans la biosynthése du 17-B-estradiol. Image adaptée de
(Yang et al. 2006).

1.2.2.2 Interférence des récepteurs estrogéniques

L’interférence des modulateurs endocriniens sur le fonctionnement normal des
récepteurs appartenant a la famille des récepteurs nucléaires correspond au mécanisme le
plus décrit dans la littérature. Tel que cité précédemment, les récepteurs estrogéniques
appartiennent a la famille des récepteurs nucléaires. Ces derniers chez les mammiféres
sont impliqués dans la plupart des fonctions vitales telles que le développement feetal,
’homéostasie, la reproduction, le métabolisme et la réponse & des substances

xénobiotiques (Swedenborg et al. 2009). La perturbation du fonctionnement normal des
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récepteurs estrogéniques par I'intermédiaire des modulateurs endocriniens peut
s’effectuer soit par 1’entremise d’une interaction directe (A) ou de fagon indirecte (B)
(figure 3). Un des principaux problémes associés aux modulateurs endocriniens
correspond & la promiscuité apparente des récepteurs estrogéniques c’est-a-dire, qu’ils
possédent une affinité pour un large spectre de composes (Witorsch 2000). Grace a cette
caractéristique, certains xénobiotiques peuvent se lier directement aux récepteurs et agir
comme agonistes en stimulant la transcription des genes cibles ou comme antagoniste en
inhibant 1’activité des récepteurs. Certains modulateurs endocriniens inhibent I’activité
des récepteurs en induisant leur dégradation par I’intermédiaire de I’ubiquitination et du
protéosome. Une diminution de la quantité de récepteurs estrogéniques risque de

diminuer la réponse de 1’organisme aux estrogénes naturels.

Figure 3. Interférence directe des récepteurs estrogéniques par I’intermédiraire des
modulateurs endocriniens. Figure adaptée de (Swedenborg et al. 2009).

1.2.2.3 Perturbation du métabolisme des hormones

Certains modulateurs endocriniens tels que les composés appartenant a la famille
des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont capables de stimuler ’activité
des enzymes appartenant a la superfamille des CYP. Cette famille est constituée de

mono-oxygénases responsables du métabolisme oxydatif de plusieurs médicaments, de
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produits chimiques ainsi que des substances endogénes telles que les stéroides (Tsuchiya
et al. 2005). L’activation de ce type d’enzymes suite & une exposition & certains
modulateurs endocriniens peut mener a I’augmentation du catabolisme des hormones et
par conséquent compromettre la voie de signalisation des hormones (Swedenborg et al.

2009)

1.3 Potentiel estrogénique

Le potentiel estrogénique d’un composé correspond a son activité estrogénique
définie comme étant sa capacité a interagir avec les récepteurs estrogéniques d’un
organisme et d’en perturber le fonctionnement normal par ’entremise des mécanismes
décrits précédemment. Depuis la découverte des effets néfastes de certains composés
chimiques sur la régulation et le fonctionnement normal du systéme endocrinien, de
nombreuses méthodes ont été mises au point afin d’évaluer leur potentiel estrogénique.
Les méthodes qui se sont avérées les plus efficaces sont basées sur des essais biologiques.
Ces essais biologiques reposent sur de nombreux mécanismes tels que la prolifération
cellulaire, la liaison au ligand, I’induction de la luciférase, ’induction de la vitellogénine
ou l’interaction antigéne-anticorps (Chang et al. 2009). Ces approches expérimentales
sous forme d’essais biologiques peuvent étre divisées en deux grandes classes soit in vivo

et in vitro.

1.3.1 Evaluation du potentiel estrogénique de maniére in vivo

Ce type d’essais biologiques évalue I’effet d’un présumé modulateur endocrinien
ou d’'un mélange de ceux-ci sur des organismes entiers tels que les amphibiens, les
poissons, les oiseaux et les insectes. Les réponses reconnues comme étant positives sont
entre autres la présence apparente de malformations, de troubles de la reproduction, de
perturbations du développement normal des ceufs et de la progéniture ainsi qu’un
déséquilibre de la production des protéines du sérum telle que la vitellogénine (Chang et
al. 2009). L’évaluation de la concentration de vitellogénine plasmatique chez certains
poissons, suivant leur exposition a des échantillons environnementaux est percue dans la
littérature comme une bonne méthode de criblage permettant la détection de la présence

de composés estrogéniques dans différents habitats aquatiques (Jiménez 1997). En
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particulier, la production de vitellogénine chez les poissons males peut €tre interprétee
comme un signe de perturbation endocrinienne (Tilton et al. 2002). La vitellogénine est
une protéine de 1’ceuf produite par le foie des poissons femelles et induite en réponse a
Iestradiol. Une exposition aux estrogénes stimule les génes impliqués dans la synthése de

cette protéine menant 2 la production de vitellogénine plasmatique chez le poisson méle.

Les tests in vivo comme la plupart des essais biologiques présentent a la fois des
avantages et des inconvénients. Il est entre autres reconnu que les tests in vivo sont
essentiels puisqu’ils fournissent des informations importantes sur les réponses que
peuvent générer chez un organisme une exposition & des xéno-hormones (Shappell et al.
2007). Toutefois, ce type d’essai ne convient pas a un criblage & grande échelle et son
utilité se trouve limitée par les coiits engendrés, la faible sensibilité et le besoin d’une
main-d’ceuvre importante (Jiménez 1997). Pour remédier a de tels inconvénients certains

chercheurs font plutét appel aux essais in vitro.

1.3.2  Evaluation du potentiel estrogénique de maniére in vitro

Ce type d’essai biologique fait appel & I'usage de cellules eucaryotes afin
d’évaluer le potentiel estrogénique de certains composés et présente comme avantage
d’étre plus rapide et moins laborieux que les essais in vivo. Le "Yeast Estrogen Screen
test " est I’un des tests in vitro les plus documentés dans la littérature. Ce test utilise des
cellules de levures transfectées avec le géne codant pour le récepteur estrogénique
humain (human estrogen receptor hER). Cette séquence génique fut introduite de fagon
stable a I’intérieur du chromosome principale de la levure. Un plasmide d’expression
portant le géne rapporteur /acZ codant pour ’enzyme B-galactosidase fut également
transfecté a I’intérieur de ce systéme de levure afin de mesurer I’activité du récepteur.
Dans ce systéme, le récepteur hER est exprimé sous une forme capable de se lier a une
séquence dite réceptive aux estrogénes. Cette derniére ce situe dans la région promotrice
du plasmide d’expression. Suite a sa liaison avec un ligand actif tel qu’un modulateur
endocrinien ou un métabolite présentant un potentiel estrogénique, le complexe ligand-
récepteur va interagir avec certains facteurs de transcription générant I’expression du

geéne lacZ et par le fait méme la production de B-galactosidase. Cette derniére se retrouve
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sécretée dans le milieu extracellulaire ou elle va métaboliser un substrat chromogénique
le CPRG (chlorophenol red-B-D-galactopyranoside) normalement jaune en un produit

rouge qui peut étre quantifié a 540 nm.

Substances apparentées
w5

Oestrogénes
- hER activé

Plasmide \ .

j -galactos:dase

hER (human cstrogen receptor) O Reactloq

ﬁ\ e0000000, enzymathue
hER

Figure 4 : Représentation schématique du systéme d’expression inductible par les
estrogénes chez la levure (YES).

1.3.3  Potentiel estrogénique des modulateurs endocriniens a | 'étude

D’aprés les valeurs de potentiel estrogénique présentées dans le tableau 1 et
obtenues par I’intermédiaire du bioessai YES (Rutishauser et al. 2004), les composés
appartenant a la famille des hormones naturelles et synthétiques présentent des valeurs de
potentiel estrogénique largement supérieures aux composés d’origine industrielle. Parmi
les hormones naturelles, le 17-B-estradiol démontre la plus importante activité
estrogénique des trois composés associés a cette classe. L’estrone présente un potentiel
estrogénique de 2.6 fois inférieur a I’E2 et de 158 fois supérieur 4 I’estriol qui constitue
Iestrogéne le moins actif des quatre estrogénes a 1’étude. Le 17 - a - éthynylestradiol

constitue le composé le plus estrogénique des six modulateurs 2 1’étude avec une valeur
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de potentiel estrogénique de 1.19. Le bisphénol A avec une valeur de 1.1 x 10 est le

composé d’origine industrielle le plus estrogénique a I’étude suivi du NP.

1.4 Présence des modulateurs endocriniens dans I’environnement

La présence de modulateurs endocriniens dans 1’environnement, en particulier en
milieu aquatique est un phénomeéne observé depuis des décennies. Ce type de composés
se retrouve dans les cours d’eaux par l’intermédiaire de différentes voies. La
contamination en estrogénes naturels et synthétiques origine entre autres : des industries
pharmaceutiques, des excrétions de médicaments et d’autres meétabolites par les humains
et les animaux, des eaux traitées ainsi que d’une mauvaise gestion des déchets
médicamenteux par les individus et les hopitaux (Kozlowska-Tylingo et al. 2010). Le
bisphénol A et le nonylphénol en tant que produits d’origine industrielle entrant dans la
composition de nombreux produits & usage domestique présentent deux principales
sources de contaminations aquatiques soit: les effluents d’origine industriels et
municipaux. La présence des composés a 1’étude fut répertoriée dans de nombreux pays
industrialisés tels que : le Royaume-Uni, les Etats-Unis, I’Italie, I’ Allemagne, le Canada,
la Suéde, le Japon, I’Espagne et les Pays-Bas (Desbrow et al. 1998; Belfroid et al. 1999;
Ternes et al. 1999; Kuch et al. 2000). Le tableau 2 résume les concentrations des
différents composés a 1’étude ayant été répertoriées dans les effluents des usines de

traitements des eaux de différents pays.
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Tableau 2 : Concentrations des modulateurs endocriniens dans I’environnement.

Composés Concentrations observées
17-B-estradiol 1-50 ng/L™ jusqu’a 64 ng/L™
17-a-éthynylestradiol 0.2-7 ng/L® jusqu’a 42 ng/L®
Estrone <0.1 - 48 ng/L® jusqu’a 76 ng/L'Y
Estriol 1-9 ng/L
Nonylphénol <0.2-5.4 pg/LD jusqu’a 3 pg/L®
Bisphénol A 0.018-0.702 pg/L™ jusqu’a 0.98 pg/L?

Références : * (Routledge et al. 1998);° (Ternes et al. 1999); ¢ (Belfroid et al. 1999); ¢
(Desbrow et al. 1998); ¢ (Kuch et al. 2000); " (Blackburn et al. 1995);& (Lye et al. 1999); "
(Fromme et al. 2002); '(Gémez et al. 2007).

En observant les valeurs dans ce tableau, on constate que les composés
appartenant a la famille des estrogénes naturels et synthétiques sont tous présents a des
concentrations de 1’ordre du ng/L, contrairement aux composés d’origine industrielle qui
sont présent a des concentrations de pg/L. Cette échelle de concentrations peut sembler
faible, cependant elle est assez importante pour générer des effets sur la faune aquatique.
Les concentrations effectrices pour le 17-B-estradiol et le 17-a-éthynylestradiol chez les
espéces les plus sensibles a ce type de composés sont rapportées comme étant de 0.1 4 10
ng/L (Langston et al. 2005). Les valeurs observées sont donc de 6.4 a 10 fois supérieures
aux concentrations effectrices. Ces composés sont reconnus comme étant responsables
des effets estrogéniques observés chez des espéces retrouvées en aval de certaines usines
de traitements des eaux (Desbrow et al. 1998). Méme si les estrogénes se retrouvent a des
concentrations de 1’ordre de 1000 fois inférieures au nonylphénol et au bisphénol A, leur
r6le de principaux acteurs dans la perturbation endocrinienne de la faune aquatique est di
a I'importance de leur potentiel estrogénique (tableau 1). Toutefois, on ne doit pas sous-
estimer I’action de certains composés d’origine industrielle et leurs effets sur
I’environnement. Le nonylphénol en particulier est reconnu comme un composé capable
de s’accumuler chez certains organismes aquatiques et méme certaines algues. De ce fait,
bien que le nonylphénol présente un potentiel estrogénique largement inférieur au E2, la

bioconcentration de ce dernier couplé avec son abondance relative dans I’environnement
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concentrations de L) pourrait trés bien mener 4 un niveau d’estrogénicité chez
p g

certains organismes équivalent a I’estradiol (Langston et al. 2005).

1.5 Impact des modulateurs endocriniens a I’étude

Les effets générés par la présence de modulateurs endocriniens dans
’environnement s’étend sur un large spectre d’organismes tels que les mollusques, les
poissons, les reptiles, les oiseaux et les mammifeéres (Tyler et al. 1998). Chez les poissons,
de nombreuses études ont démontrées qu’une exposition a certains xeno-estrogenes en
particulier le 17-B-estradiol ainsi que le 17-a-éthynylestradiol induit la production de
vitellogénine chez les méles, interfére avec la production des ceufs, perturbe le ratio méale-
femelle et diminue la population issue de la progéniture (Patyna et al. 1999; Brown et al.
2005). Le nonylphénol a entre autres été reconnu comme étant capable de perturber le
systtme endocrinien de certains crustacés. Les effets répertoriés chez ce genre
d’organismes sont entre autres I’induction d’anomalies du développement et d’une
croissance lente de la progéniture (LeBlanc et al. 2000). La présence de modulateurs
endocriniens dans 1’environnement n’affecte pas seulement le systéme endocrinien. Ces
derniers ont également été reconnus comme étant capables d’altérer le systéme
immunitaire. Le bisphénol A fait parti de ce genre de modulateurs immunodépresseurs.
Ce composé est capable de causer la déplétion généralisée du tissu lymphoide chez le
lynx ainsi que la perturbation des voies de signalisation des cellules immunitaires de
certains mollusques (Pefia et al. 2006; Canesi et al. 2008). Les modulateurs endocriniens
n’affectent pas seulement les organismes situés au bas de la chaine alimentaire. Ces
derniers sont également capables d’induire certains effets chez I’humain. L’hypothése a
été émise que ce genre de composés pourraient étre responsables de la diminution de la
qualité du sperme et de la perturbation du ratio des sexes au Canada et au Etats-Unis

(Allan et al. 1997; Mackenzie et al. 2005).

1.6 Traitements des eaux usées

Tel que cité précédemment, I’inefficacité des traitements des eaux conventionnels
correspond 4 une des principales sources de contamination de I’environnement.

L’élimination ou la dégradation des modulateurs endocriniens dépend de nombreux
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facteurs tels que le type de traitement utilisés et les propriétés chimiques intrinséques des
contaminants (poids moléculaire, hydrophobicité, contenu en carbone aromatique et la
composition des groupements fonctionnels) (Rahman et al. 2009). Les traitements
conventionnels des eaux sont constitués généralement de trois étapes c’est-a-dire : le
traitement préliminaire, la sédimentation et le traitement secondaire. Ces étapes ne
contribuent pas toutes avec la méme importance a I’élimination des modulateurs
endocriniens. Depuis la découverte de I’inefficacité actuelle des traitements des eaux a
I’élimination des modulateurs endocriniens, des méthodes physiques ainsi que chimiques
ont été mises au point et évaluées comme traitements tertiaires. Un survol de I’ensemble

du processus du traitement des eaux sera donc abordé au cours de cette section.

1.6.1 Traitement préliminaire et sédimentation

Le traitement préliminaire tel que le nom I’indique constitue la premiére étape du
traitement des eaux au cours de laquelle, on fait appel 4 des écrans afin d’éliminer les
maticres solides et denses. La sédimentation permet d’éliminer les particules solides en
suspension en leur permettant de se déposer au fond de grands réservoirs suite a une
période de sédimentation de quelques heures. Ces deux étapes contribuent pour trés peu

ou pas a I’élimination des composés estrogéniques (Ternes et al. 1999; Koh et al. 2008).

1.6.2 Traitements secondaires

Les traitements secondaires utilisent les microorganismes afin de transformer ou
de dégrader les contaminants organiques. La nature des microorganismes capables de
dégrader les modulateurs endocriniens seront abordés au cours de la prochaine section.
Les traitements secondaires les plus connus sont: les filtres biologiques et les boues
activées. Essentiellement, ces deux procédés convertissent rapidement les composés
organiques présents en milieu aqueux en biomasse qui se trouve par la suite séparée de la
phase aqueuse par sédimentation (Johnson et al. 2001). De nombreuses études
démontrent que le traitement par boues activées présente une meilleure élimination des

composés estrogéniques que les filtres biologiques (Svenson et al. 2003; Servos et al.

2005). Svenson et coll (2003) rapporte méme que ce dernier est capable d’éliminer 4 81 %

estrogénicité de I’affluent contrairement & 28 % pour les filtres biologiques. Les boues
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activées semblent efficacement éliminer les estrogénes naturels et synthétiques des eaux
usées. Toutefois, ces composés ne sont pas tous éliminés avec la méme efficacité par ce
type de traitement secondaire. Baronti et coll (2000) suite & I’étude de six différentes
usines de traitements des eaux appuient cet énoncé en présentant des moyennes
d’élimination respectives pour I’estrone, 1’estradiol, I’estriol et le 17-a-éthynylestradiol
de 61 %, 86 %, 95 % et 85 %. L’élimination des estrogénes par I’intermédiaire de boues
activées est trés bien documentée dans la littérature. Toutefois, I’importance du réle joué
par ce type de processus dans 1’élimination du nonylphénol et du bisphénol A est moins
étudié. Des études a I’échelle de laboratoire semblent indiquer que le traitement par boues
activées élimine tout aussi efficacement ces deux composés d’origine industrielle que les
composés estrogéniques avec des rendements d’élimination supérieurs a 90 % (Stasinakis
et al. 2010). La biodégradation est le principal facteur impliqué dans 1’élimination des
modulateurs par boues activées. L’adsorption des composés les plus lipophiles et
hydrophobes a la biomasse est également un phénomeéne observé et considéré comme
contribuant faiblement a la bioremédiation des xénobiotiques. Puisque ce type de
traitement fait appel a4 des microorganismes, de nombreux facteurs peuvent influencer
Iefficacité du processus de biodégradation tels que : le temps de séjour des matiéres
solides (solids retention time (SRT)), le temps de séjour des matiéres solubles (hydraulic
retention time (HRT)) et la température. Le SRT correspond & la moyenne du temps que
les solides provenant de la boue activée passe a I’intérieur du bioréacteur. Cette valeur est
généralement exprimée en jours. Plusieurs recherches ont démontré qu’une augmentation
du SRT améliore 1’élimination des modulateurs endocriniens (Holbrook et al. 2002;
Andersen et al. 2003). Ceci peut étre attribué a la croissance lente des microorganismes
capable de dégrader ce genre de composés. Le HRT se défini comme étant la moyenne de
temps que les composés solubles demeurent 4 I’intérieur du bioréacteur. Généralement, la
plupart des systémes de boues activés en Europe utilisent des HRT de 4 a 14 heures
(Johnson et al. 2001). Tout comme pour le SRT, I’augmentation de ce paramétre corréle
avec une augmentation de I’efficacité du systéme. Ce dernier énoncé peut s’expliquer par
le fait que I’augmentation de la période d’exposition de ce genre de compos¢ aux
microorganismes contenus dans la biomasse, permet une biodégradation plus compléte et

par le fait une diminution plus importante du potentiel estrogénique de 1’effluent. La
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variation de température généralement occasionnée par le changement de saisons est
également un facteur influengant ’efficacité des traitements secondaires. Une baisse de
température occasionne un ralentissement du métabolisme basal des microorganismes ce
qui génére par le fait méme une diminution du rendement de biodégradation des

modulateurs.

1.6.3 Traitements tertiaires

Suite a la lecture de la précédente section, il est facile de constater I’importance
que jouent les traitements secondaires dans 1’élimination des modulateurs endocriniens
des eaux usées. Toutefois, ces derniers ne sont pas efficaces & 100 %, générant ainsi des
effluents post-traitements possédant toujours un potentiel estrogénique. Afin de contrer ce
probléme, différents traitements tertiaires ont été étudiés a 1’échelle de laboratoire en vue
d’une future application au niveau industriel. Ces techniques incluent entre autres :

I’absorption par charbon activé, I’ozonation et I’irradiation aux ultraviolets.

L’élimination des modulateurs endocriniens par 1’intermédiaire de charbon activé
est un des traitements tertiaires les plus documenté jusqu’a présent. Au cours des
derni¢res années plusieurs chercheurs ont démontré la forte capacité du charbon activé a
éliminer un large éventail de modulateurs endocriniens (Nakanishi et al. 2002; Choi et al.
2005; Fukuhara et al. 2006). Par I’intermédiaire d’interactions hydrophobes, le charbon
activé élimine efficacement les composés organiques non-polaires plus particuliérement
ceux présentant un coefficient de partition octanol-eau (Log Ko ) supérieur 4 2 (Snyder
et al. 2003). Snyder et coll (2003) ont méme démontré que le charbon activé sous forme
granulaire et en poudre (Smg/L) est capable d’éliminer plus de 90 % des estrogénes (pour
des concentrations initiales de 100-200 ng/L). Toutefois, la capacité d’absorption du
charbon activé se trouve largement limitée lorsqu’il est exposé & une eau contenant des
composés organiques, des surfactants et des acides humiques. Ce dernier énoncé peut
s’aveérer problématique puisque ces composés font partie de la composition courante des

effluents issus des traitements secondaires des eaux usées.

L’ozonation est également une autre méthode étudiée générant des résultats

prometteurs pour le traitement des modulateurs endocriniens. Ce processus méne a la
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transformation des hormones stéroidiennes par 1’'intermédiaire de deux oxydants soit :
’0zone et les radicaux hydroxyles (Huber et al. 2003). L’ozone moléculaire (O3) réagit
avec les groupements amines, phénols et les composés aliphatiques munis de double
liaison menant par le fait méme a la dégradation des micropolluants possédants ces
groupements fonctionnels. Une étude a démontrée que 1’ozonation permet d’enlever plus
de 95 % des composés estrogéniques contenus dans les eaux usées (estrone, estradiol,
estriol et éthynylestradiol) 4 des concentrations initiales variant entre 347 et 361 ng/L
avec 1’application de 1.25 mg/L d’ozone et ce pour un temps de réaction aussi faible que
deux minutes (Snyder et al. 2006). L’ozonation est souvent couplée & I’irradiation aux
ultraviolets dans le but d’éliminer plus efficacement les composés récalcitrants. Cette
combinaison de deux procédés porte le nom de procédé d’oxydation avancée et peut
contenir une combinaison de différents méthodes physiques et chimiques telles que:

I’UV/O;, ’'UV/H,0,.

Le rayonnement aux ultraviolets est une méthode largement utilisée pour
désinfecter les eaux usées. Cette méthode fut également reconnue comme étant capable
de générer la photo-dégradation d’hormones stéroidiennes (estradiol et éthynylestradiol)
(Mazellier et al. 2008). Cette photolyse est associée au fait que de nombreux modulateurs
endocriniens et produits pharmaceutiques possédent des chromophores capables
d’absorber les rayons UV. Toutefois, les doses d’UV typiquement requises pour la
désinfection sont largement inférieures a celles requises pour traiter les micropolluants
(Snyder et al. 2003). Les coiits engendrés par les doses requises pour la dégradation des
modulateurs endocriniens font de I’irradiation aux ultraviolets une option trop cofiteuse
pour étre envisageable. Cependant, les procédés d’oxydation avancée, dont cette méthode
fait partie, est une approche qui a également fait état de nombreuses recherches. Feng et
coll (2005) ont démontré ’efficacité de cette technique lorsque combinée avec du
peroxyde d’hydrogéne comme oxydant. Ce procédé d’oxydation avancée est capable
d’éliminer plus de 98 % de D’estrone, de I’estradiol et du 17 - a - éthynylestradiol

contenus dans I’eau (Feng et al. 2005).
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Méme si ces traitements tertiaires éliminent efficacement les xénobiotiques, les
colits actuels générés par I’utilisation de telles méthodes a grande échelle les rendent non
viable économiquement.

1.7 Microorganismes responsables de la biodégradation des
modulateurs endocriniens

1.7.1 Biodégradation des estrogénes

La biodégradation est le principal mode d’élimination des estrogénes dans les
eaux usées. Ce type de dégradation s’effectue par I’entremise de différents mécanismes
tels que : la dégradation comme source de carbone par des bactéries hétérotrophes et le
cométabolisme par I’intermédiaire d’une biomasse nitrifiante. Une quantité importante
des microorganismes reconnus comme étant capable de biodégrader les estrogénes sont
regroupés au sein du tableau 3. Un grand nombre de ceux-ci ont été isolés a partir de

boue activée provenant des usines de traitements des eaux municipales.

1.7.1.1 Bactéries hétérotrophes

Une quantité importante de microorganismes hétérotrophes sont capables de
métaboliser les estrogeénes. La littérature fait entre autres état des espéces Achromobacter
xylosoxidans et Ralstonia sp. isolées de boues activées et capables d’utiliser directement
Iestradiol comme substrat (Weber et al. 2005). En plus d’étre reconnues comme étant
aptes a utiliser I’estradiol comme source de carbone, certaines espéces telles que
Sphingomonas sont capables de dégrader I’estradiol en métabolites non-estrogéniques
(Yu et al. 2007). Les métabolites issus de la biodégradation de I’estradiol ainsi que les
voies métaboliques employées par certaines bactéries pour dégrader ce produit demeurent
jusqu’a ce jour un important sujet de recherche. De nombreuses recherches démontrent
que I’estradiol compte un principal métabolite soit I’estrone ainsi qu’une série de
métabolites secondaires parmi lesquels ont été identifiés jusqu’a présent : I’estriol, le

16a-hydroxyestrone, le 2-methoxyestradiol et 2-methoxyestrone (Lee et al. 2002).

Le 17-o-éthynylestradiol est reconnu comme étant un composé résistant i la
biodégradation dii 4 I’encombrement stérique engendré par la présence d’un groupement

éthynyle situé sur le 17° carbone de la molécule (Bolt 1979). De ce fait, les bactéries
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hétérotrophes citées précédemment comme étant aptes 4 dégrader les estrogenes naturels
4 I’étude sont incapables de dégrader ce composé synthétique. Toutefois, les espéces
Rhodococcus equi, Rhodococcus zopfii et Sphingobacterium sp. JICRS, toutes trois isolées
a partir de boues activées, sont capables de dégrader cette hormone synthétique

(Yoshimoto et al. 2004; Yu et al. 2007).

La biodégradation du 17-a-éthynylestradiol par I’intermédiaire des bactéries
hétérotrophes débute de la méme maniére que celle de I’estradiol soit par I’oxydation de
I’alcool secondaire situé sur le 17° carbone en groupement cétone et menant par le fait
méme 2 la formation de 1’estrone (Haiyan et al. 2007; Yu et al. 2007). Toutefois, 1’estrone
issu de la dégradation du 17-o-éthynylestradiol est dégradé via une voie métabolique
différente de celle proposée par Lee et coll (2002) (Combalbert et al. 2010). Cette
derniére méne a la dégradation de I’estrone en acide 2-hydroxy-2,4-diéne-1,6-dioique et
en acide 2-hydroxy-2,4-diénevalérique (Haiyan et al. 2007). Ces métabolites secondaires

se trouvent par la suite complétement dégradés en dioxyde de carbone et en eau.

1.7.1.2 Biomasse nitrifiante

Les usines de traitements de eaux sont souvent appelées a éliminer I’ammonium
(NH,") des eaux usées par I’intermédiaire d’un traitement biologique. Ce polluant toxique
pour la faune aquatique est généralement éliminé par I’intermédiaire d’un processus de
nitrification qui comprend une biomasse du méme nom c’est-a-dire: une biomasse
nitrifiante. Ce processus s’effectue en deux étapes et par le fait méme avec I’aide de deux
types de bactéries soit: les bactéries ammonium-oxydantes qui convertissent
’ammonium en nitrite (NOy) et les bactéries nitrite-oxydantes qui transforment le nitrite
en nitrate (NO;). Les bactéries de type ammonium-oxydantes en particulier
Nitrosomonas europaea produisent une enzyme ; I’ammonium mono-oxygénase qui non
seulement catalyse I’oxydation de I’ammonium mais qui cométabolise une variété de
composés organiques parmi lesquels on peut compter les estrogénes (Vader et al. 2000).
L’utilité de I’ammonium mono-oxygénase dans la biodégradation des estrogénes est
grandement reconnue pour le 17-a-éthynylestradiol, le composé estrogénique le plus

récalcitrant. Certaines recherches indiquent méme que le 17 - a - éthynylestradiol est
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dégradé avec succés en présence de biomasse nitrifiante, ce qui n’est pas le cas lorsque ce
composé se trouve en présence de bactéries hétérotrophes seulement (De Gusseme et al.
2009). L’ammonium mono-oxygénase et par le fait méme Nitrosomonas europaea
semble également responsable de la premiére étape de la dégradation des estrogénes
naturels générant ainsi des intermédiaires qui a leur tour servent de substrat pour les
microorganismes hétérotrophes (Xiao et al. 2001; Shi et al. 2004; De Gusseme et al.

2009).

1.7.2 Biodégradation des composés industriels
1.7.2.1 Biodégradation du nonylphénol

La majorité du nonylphénol relaché dans I’environnement se retrouve sous la forme
d’un complexe mélange technique constitué de plus de 100 isoméres et dont le principal
s’aveére étre le 4-nonylphénol (4-NP). Le 4-n-nonylphénol, c’est-a-dire le composé
sélectionné au cours de cette étude, constitue un des isoméres de 4-nonylphénol retrouvés
en abondance dans la nature. La littérature fait état d’un certain nombre de bactéries
appartenant au groupe des Sphingomonas capable de croitre avec comme seule source de
carbone et d’énergie le mélange technique de nonylphénol (Tanghe et al. 1999; Fujii et al.
2001; Gabriel et al. 2005b). L’étude et I’identification des métabolites générés par la
biodégradation du nonylphénol sont difficiles & cause de la présence des différents
isoméres (Tanghe, et al. 1999). Chaque isomére peut générer une série de métabolites a
lui seul, ce qui rend le travail fastidieux. Néanmoins, Gabriel et coll (2005) ont établi que
les trois souches appartenant au groupe Sphingomonas (tableau 3) et reconnues comme
étant capables de métaboliser le 4-nonylphénol, métabolisent ce dernier en suivant un
modele particulier. Ces dernieres reladchent dans le milieu de culture la chaine latérale
nonyl du substrat sous forme d’alcool composé de neuf carbones (Gabriel et al. 2005a).
Ce groupement alcool ne semble pas étre métabolisé d’avantage par les souches
bactériennes. Il s’agit plut6t de la portion aromatique du 4-nonylphénol qui se retrouve

completement minéralisée et qui sert par le fait méme de source de carbone.
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1.7.2.2 Biodégradation du bisphénol A

Tel que cité précédemment, le bisphénol A est un composé qui entre dans la
composition de nombreux type de plastiques et de résines époxy. Sa facilité a se déloger
de la matiére premiére pour se retrouver dans l’environnement rend ce composé
problématique. Comme pour le nonylphénol, la littérature fait état d’un certain nombre de
bactéries appartenant au groupe Sphingomonas capable de dégrader le bisphénol A (voir
tableau 3). La capacité des Sphingomonades de dégrader de nombreux xénobiotiques
repose sur le fait qu’elles sont largement distribuées dans la nature et qu’elles sont
reconnues pour posséder des capacités de dégradation extraordinaire envers les composés
chimiques récalcitrants. Méme si les Sphingomonades semblent jouer un réle important
dans la biodégradation du bisphénol A, c’est grice a certaines études sur la souche MV1,
un bacille gram-négatif poussant en condition aérobie que les voies métaboliques du
bisphénol A furent élucidées (Lobos et al. 1992; Spivack et al. 1994). Lobos et coll (1992)
ainsi que Spivack et coll (1994) démontrérent que la souche MV1 métabolise le
bisphénol A par I’intermédiaire d’une voie majoritaire et d’'une voie minoritaire. Le
bisphénol A est dégradé a 85% (voie majoritaire) en 4-hydroxy-acétophénone et en 4-
hydroxybenzoique pour par la suite étre minéralisé complétement en dioxyde de carbone

(CO,) (Pauwels et al. 2008).
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1.8 Systémes biphasiques

Les systémes biphasiques ont été développés au début des années quatre-vingt
dans I’industrie de la fermentation afin de permettre une augmentation du taux d’oxygene
dissout présent en milieu de culture et également, afin de permettre un meilleur
rendement de production de certains composés inhibiteurs tels que 1’éthanol et I’acide
citrique (Malinowski 2001). Au cours des années quatre-vingt-dix, les chercheurs ont
commencé a exploiter les bénéfices des systémes biphasiques pour permettre la
biodégradation de certains xénobiotiques tels que les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (Kohler et al. 1994), le phénol (Collins et al. 1997) et le pentachlorophénol
(Munro et al. 1997). L’utilisation de ce type de systéme dans les processus de
bioremédiation repose sur le fait que les systémes a deux phases immiscibles permettent
de contrecarrer deux problémes importants dans le domaine des polluants
environnementaux, soit: la haute toxicité de certains substrats ou intermédiaires de
dégradation ainsi que la faible distribution des polluants aux microorganismes dans le cas
de xénobiotiques a caractéres hydrophobes. Dans le cadre de ce projet, le choix
d’employer un modéle de systtme a deux phases immiscibles pour permettre la
biodégradation des modulateurs endocriniens a été basé sur le dernier élément de

I’énoncé précédent.

Les six composés a 1’étude tels que décrits a la section 1.1 possédent un caractére
légérement hydrophobe en plus de se retrouver a de trés faibles concentrations dans les
eaux usées. L’utilisation d’une phase hydrophobe couplée a une phase aqueuse
comprenant des microorganismes capables de dégrader les modulateurs endocriniens
permettrait en un premier temps de concentrer les modulateurs 4 une concentration assez
importante pour que ces derniers deviennent une des principales sources de carbone
disponible et en un deuxiéme temps de permettre une meilleure exposition des substrats
aux microorganismes dégradeurs.

1.8.1 Caractéristiques des systémes a deux phases immiscibles

Les systémes 4 deux phases immiscibles sont des systémes composés d’une phase

aqueuse abritant des microorganismes dégradeurs et d’une seconde phase immiscible.
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Cette derniére peut soit servir de réservoir en €liminant par le fait méme les produits
potentiellement toxiques de la phase aqueuse (Daugulis 1997) ou par la distribution du
substrat & des concentrations plus appropriées pour la dégradation (Cruickshank et al.
2000). De plus, au fur et & mesure que les substrats sont consommés par I’entremise des
microorganismes, un déséquilibre est créé entrainant les xénobiotiques contenus dans la
phase hydrophobe a se partitionner dans la phase aqueuse. Cette partition du substrat dans
la phase aqueuse s’effectue jusqu’a ce que la phase organique soit complétement
dépourvue de tout xénobiotiques (Daugulis 2001). Ce type de systéme est dit a I’équilibre
puisque la vitesse a laquelle les composés diffusent d’une phase a I’autre dépend de la

vitesse a laquelle ces derniers sont métabolisés par les microorganismes.

La nature et le choix de la phase hydrophobe est un des points les plus important
dans la mise au point de ce type de systéme. Les caractéristiques essentielles a la
sélection d’une phase hydrophobe seront d’ailleurs abordées au cours de la section
suivante. Généralement, les liquides employés a titre de phase hydrophobe sont des
solvants organiques tels que 1’huile de silicone et I’hexadécane (tableau 4). Depuis les
derniéres années, des polymeéres solides composés de copolyméres de polyuréthane et
d’acétate de vinyle sont de plus en plus employés comme phase immiscible (Daugulis et
al. 2003; Morrish et al. 2008). Il semblerait que les composés organiques sont capables de
se partitionner entre la phase aqueuse et ces polyméres thermoplastiques de la méme
maniére qu’ils le font lors de I’emploi de solvants organiques comme phase hydrophobe.
Les principaux solvants et polymeres solides employés dans divers systémes a deux
phases immiscibles visant la bioremédiation de certains xénobiotiques sont résumés au
sein du tableau 4. Tel que représenté par ce dernier tableau, une importante variété de
phases hydrophobes ont été testées en systéme biphasique pour la dégradation de
substrats toxiques. Parmi 1’ensemble des phases testées, 1’huile de silicone ainsi que
I’Hytrel demeurent les plus étudiées jusqu’a présent (Quijano et al. 2009). Le choix
d’utiliser I’Hytrel et I’huile de silicone au cours de ce projet repose principalement sur le
fait que, tel que démontré au sein du tableau 4, ces deux phases hydrophobes permettent
la biodégradation d’une variété de composés présentant des propriétés physico-chimiques

distinctes tous comme les modulateurs endocriniens a 1’étude.
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Sélection d’une phase hydrophobe

L’efficacité d’un systéme & deux phases immiscibles repose principalement sur le
choix adéquat de la phase hydrophobe qu’il contient. Ce choix doit tenir compte des
caractéristiques des différents polluants traités, de leurs concentrations ainsi que des
particularités des microorganismes employés (Van Groenestijn et al. 1999). Il existe une
série de critéres permettant de guider la sélection d’une phase hydrophobe. Daugulis et
coll (1997) ont d’ailleurs établi qu’une phase hydrophobe adéquate doit étre
biocompatible et par le fait méme non-toxique pour les microorganismes utilisés. De plus,
elle doit étre non-biodégradable afin d’éviter que la phase hydrophobe en elle-mé€me ne
serve de substrat. La phase hydrophobe d’intérét doit également étre disponible a faible
colit et présenter une forte affinité pour les composés cibles (Bruce et al. 1991). Un autre
point important & considérer, est la réutilisation de la phase immiscible lors de multiple
cycles de biodégradation. Dans cette optique, il est important de choisir une phase
facilement récupérable. Sur ce point les polyméres solides nouvellement employés dans
le domaine des systémes biphasique présentent un avantage évident, ces derniers sont
reconnus comme étant facile d’usage en plus d’étre récupérable facilement (Morrish et al.
2008). Le plus grand avantage des polymeres solides c’est que la structure de ces derniers
peut étre adaptée sur mesure pour favoriser I’absorption sélective des molécules cibles
(Prpich et al. 2006). Dans le cas des solvants organiques employés a titre de phase
hydrophobe, la densité, la viscosité et la solubilit¢ dans I’eau sont des points pouvant

affecter la récupération de la phase hydrophobe liquide (Bruce et al. 1991).
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1.8.2 Mécanismes microbiens impliqués dans les systémes biphasiques

Dans la littérature, de nombreux mécanismes ont été proposés pour expliquer la
prise des substrats faiblement solubles par les microorganismes en systémes biphasiques

(Guieysse et al. 2001).

Le premier mécanisme tient seulement compte du substrat dissout dans la phase
aqueuse comme étant biodisponible pour les microorganismes biodégradeurs. Au cours
de ce mécanisme, le taux de dégradation du substrat dépend du taux de transfert de masse
de la phase hydrophobe 4 la phase aqueuse (Bouchez et al. 1995; Déziel et al. 1999). Le
transfert de masse par définition caractérise la vitesse de transfert du substrat de la phase
hydrophobe 2 la phase aqueuse (Cruickshank et al, 2000). Il existe différentes approches
pour augmenter le transfert de masse. Ces derniéres se basent sur I’augmentation du taux
de dissolution et de solubilisation du substrat en phase aqueuse par I’ajout de surfactants

(Villemur et al. 2000) qui caractérise le second mécanisme de prise du substrat.

Au cours de ce second mécanisme, les microorganismes produisent un composé
tensioactif générant la formation de petites gouttelettes ou de micelles générant
respectivement 1’émulsion ou la pseudo-solubilisation du substrat en phase aqueuse
(Déziel et al. 1999). La formation de micelles permet d’augmenter la surface interfaciale
entre les deux phases et par le fait méme le taux d’échange du substrat. Ce second
mécanisme est toutefois limité aux phases hydrophobes aqueuses et ne s’applique donc

pas aux polyméres solides a I’étude (Hytrel).

Le troisiéme et dernier mécanisme est caractérisé par la croissance de
microorganismes a I’interface des deux phases hydrophobes sous la forme d’un biofilm
(Ascon-Cabrera et al. 1995). Le caractére hydrophobe de la paroi cellulaire de certaines
bactéries leur permet d’adhérer a la surface poreuse des polyméres thermoplastiques ou a
la surface de grosses gouttelettes de solvant organique liquide leur permettant, d’extraire

directement les xénobiotiques dissous dans la phase hydrophobe.
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Ces trois mécanismes peuvent survenir simultanément au sein du méme systéme
selon les propriétés des microorganismes, du type de substrat, des conditions de

croissance et du type de phase hydrophobe employée (Déziel et al. 1999).

1.8.3 Contraintes et restrictions des systémes biphasiques

Jusqu'a présent ’ensemble des systémes biphasiques étudiés dans le domaine de
la bioremédiation des xénobiotiques demeurent & 1’échelle du laboratoire. Le passage 2
I’essai pilote ainsi qu’a I’échelle industrielle n’est pas encore envisageable puisque ce

genre de systéme fait face & de nombreuses contraintes et restrictions.

Certaines phases hydrophobes liquides ont tendance a former des émulsions
généralement engendrées par leur faible tension de surface (Quijano et al. 2009). La
présence de mousse engendre une perte importante dans la récupération de la phase
immiscible générant des pertes économiques substantielles puisque certains des solvants
employés a titre de phase hydrophobes sont coliteux. Les microorganismes eux-mémes
peuvent étre un facteur nuisible & la récupération de la phase hydrophobe dans ce type de
systeme. Tel que cité précédemment, la production de biosurfactants en plus d’étre
bénéfique pour le rendement de biodégradation peut également nuire au bon
fonctionnement du bioréacteur en générant des émulsions au sein du systéme engendrant
par le fait méme certaines difficultés opérationnelles. Le caractére hydrophobe de la paroi
cellulaire de certaines bactéries leur permettant d’adhérer 4 I’interface phase hydrophobe-
phase aqueuse décrite précédemment est un autre facteur pouvant entraver la récupération
de la phase organique (Ascon-Cabrera et al. 1995; Tomei et al. 2008; Rocha-Rios et al.
2009).

La séquestration des polluants & caractére hydrophobe dans la phase du méme
nom est également un probléme important dans I’emploi des systémes biphasiques. Ce
probléme revét une importance significative dans notre cas puisque ce projet fait 1’étude
de six composés faiblement solubles dans 1’eau. Ce phénoméne survient lorsque les

composés hydrophobes par affinité demeurent emprisonnés dans la phase hydrophobe
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limitant ainsi leur relargage en phase aqueuse et par le fait méme le rendement de

biodégradation du systéme (Guieysse et al. 2001).

1.9 Méthodes d’analyse et de quantification des modulateurs
endocriniens

La présence des modulateurs endocriniens & des concentrations aussi faibles que
celles du ng/L dans les eaux usées rend leur analyse et leur quantification un réel défi.
Présentement, les approches instrumentales mises au point pour analyser ce genre de
composés emploient la spectrométrie de masse une technique démontrant une importante
sensibilité (Chang et al. 2009). Dans la littérature, on rapporte ’emploi de ce mode de
détection en combinaison avec différents instruments analytiques tels que la
chromatographie liquide (CL) ou en phase gazeuse (CG) (voir tableau 5). Au cours de ce
projet, I’analyse et la quantification des six composés a I’étude ont été réalisées en
employant la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG-SM). L’analyse des modulateurs endocriniens par chromatographie en phase
gazeuse nécessite généralement une dérivation des composés afin d’augmenter leur
détection et leur sensibilité (Nie et al. 2009). La chromatographie liquide, contrairement a
la phase gazeuse, ne nécessite pas la dérivation des composés avant injection. Toutefois,
cette technique présente le désavantage d’étre assujettie a de I’interférence provenant de
la matrice de [I’échantillon générant une suppression importante du signal en
spectrométrie de masse (Reemtsma 2003). Généralement, les échantillons d’eau usée
analysés afin de détecter la présence de modulateurs endocriniens subissent un
prétraitement qui porte le nom d’extraction en phase solide (EPS). Ce traitement permet
d’extraire et de pré-concentrer les analytes. Ce mode d’extraction a d’ailleurs été
employé au cours de ce projet afin d’extraire les modulateurs endocriniens contenus dans

I’huile de silicone.
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Tableau 5 : Techniques analytiques employées pour I’analyse des modulateurs
endocriniens ainsi que leurs limites de détection.

Limite de
Méthodes Analytes détection Références
(ng/L)
El, E2, E3, EE2 .
CL-SM-SM MeEE2. BPA, NP 0.08-33 (Heisterkamp et al. 2004)
El, E2, E3, EE2 .
EPS-CG-SM MeEE2, BPA, NP 12-32 (Heisterkamp et al. 2004)
EPS-LC-SM-SM EE2 1 (Zhang et al. 2004)
EPS-CG-SM E2, EE2 0.2-04 (Huang et al. 2001)
EPS-CG-SM El, E2, E3, EE2 0.2 (Xiao et al. 2001)
EPS-CG-SM/SM El, E2, EE2 0.5 (Ternes et al. 1999)
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2 MATERIEL ET METHODES

2.1 Analyse des modulateurs endocriniens a I’étude par CG-SM
2.1.1 Dérivation des modulateurs endocriniens

Avant d’étre analysé par CG-SM, chaque échantillon a été soumis a une réaction
de silylation permettant de rendre les modulateurs qu’il contenait thermostables et
volatiles. Cette réaction consistait & ajouter aux échantillons évaporés a sec dans les vials
4 fond conique (LabSphere Inc, Laval, Qc, Canada), 100 pL d’un mélange de silylation
renfermant 50 % de pyridine (Fisher Scientific, NJ, E-U), 45% de BSTFA (N,O-
Bis(triméthylsilyl)trifluoroacetamide; ~ Supelco,PA, E-U) e 5% de TMCS
(Chlorotrimethylsilane; Aldrich Chemical Co Inc, WI, E - U). Les échantillons ont par la
suite été scellés, vortexés et incubés pendant 3 heures & 70°C. Une fois refroidi a
température piéce, les échantillons étaient analysés par CG-SM selon la méthode décrite

4 la section 2.1.2.

2.1.2 Analyses des modulateurs endocriniens par CG-SM

Les analyses par CG-SM ont été effectuées en utilisant un chromatographe en
phase gazeuse (GC Ultra Trace, Thermo Scientific, ON, CA) couplé & un spectrométre de
masse avec trappe ionique (MS Polaris-Q, Thermo Scientific, ON, CA). Une colonne
capillaire de type DB-5 (30 m x 0.25 mm, épaisseur de la phase stationnaire 0.25 pm,) et
un débit de gaz vecteur de 1 mL/min ont été utilisés. A chaque injection, 1 pL était
injecté en mode splitless dans une chambre d’injection chauffée a une température de
290° C permettant la vaporisation compléte de 1’échantillon. Les constituants ont été
séparés les uns des autres en soumettant le four du CG au programme suivant : 90" C
pour une période de 7 minutes suivi d’une augmentation graduelle jusqu’a 200" C suivant
un taux de 40°C/min, ensuite le four augmente graduellement de 6°C/min pour atteindre
280 °C. Cette température est par la suite maintenue pour une durée de 5 minutes apres
quoi, le CG atteint la température maximale de 300°C pour une période de 2 minutes. La
ligne de transfert au spectrométre ainsi que celle de la source d’impact €électronique ont

été maintenues a des températures respectives de 280°C et 250°C. L’analyse a eté
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effectuée en mode d’ionisation positif, par balayage des rapports m/z situés entre 100 et
600. Le tableau 6, présente les rapports m/z des différents modulateurs et standards
deutérés qui ont été utilisés au cours du projet comme ions de confirmation et comme
ions de quantification. Il est & noter que ces valeurs représentent la forme dérivée de
chacun des composés. La limite de détection de la méthode pour chaque modulateur
endocrinien a I’étude a été évaluée a ’aide de solutions standards de concentrations

variant entre 0.0005 a 100 mg/L.

Tableau 6 : Ions de confirmation et de quantification des modulateurs endocriniens et des
standards deutérés dérivés.

Modulateurs endocriniens Ion de confirmation Ion de quantification
(M.E.) (m/z) (m/z)
Estrone (E1) 342 342
El-d4 346 346
B - estradiol (E2) 416 416
E2-d4 420 420
Estriol (E3) 504 504
E3-d4 506 506
17 a - éthynylestradiol (EE2) 440 425
EE2-d4 444 429
Bisphénol A (BPA) 357 357
BPA-d4 361 361
4-n-nonylphénol (NP) 292 292
NP-d4 296 296

2.1.3  Extraction des modulateurs endocriniens des phases aqueuses et hydrophobes

Au cours de ce projet, différentes méthodes d’extraction ont été mises au point
afin d’extraire les modulateurs endocriniens contenus dans les phases aqueuses (milieu de
culture, eau milli Q) et hydrophobes des systémes & deux phases immiscibles testés. Ces
méthodes ont été employées pour: évaluer la solubilité maximale des modulateurs
endocriniens dans les phases hydrophobes (section 2.2), la capacité de relargage de
I’Hytrel (section 2.3), le coefficient de partition des modulateurs dans 1’Hytrel (section

2.4) et le rendement de biodégradation des modulateurs endocriniens (section 2.7).
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2.1.3.1 Extraction des phases aqueuses a l'acétate d’éthyle
2.1.3.1.1 Evaluation de la capacité de relargage de I'Hytrel

Pour chaque échantillon et contrdle, un volume de 12 mL a été transféré dans des
éprouvettes en verre vissables équipées d’un bouchon muni d’un fond de téflon. Un
volume de 20 pL de chaque solution-mére de standards deutérés (CDN Isotope,
Pointe - Claire, Qc, Canada) 4 1000 mg/L, correspondant aux modulateurs contenus dans
la phase aqueuse a ensuite été ajouté afin d’obtenir une concentration finale de 1.7 mg/L.
L’extraction a ensuite été effectuée en ajoutant 2 mL d’acétate d’éthyle (Baker) et en
agitant doucement dix fois par inversion. L’acétate d’éthyle a été séparé de la phase
aqueuse en soumettant ’ensemble des échantillons & une centrifugation de 5 minutes a
1000 rpm (Damon/IEC Division CU-5000). Le surnageant contenant les modulateurs
endocriniens a été prélevé et transféré dans des vials de verre (Labspehere Inc, Qc, CA)
contenant une faible quantité de sulfate de sodium (Na,SO4 ) un agent hygroscopique afin
d’éliminer les traces d’eau résiduelles. Les vials ont briévement été vortexés (30 secondes)
et I’acétate d’éthyle issu de chaque échantillon transféré de nouveau dans un autre vial de
verre. L’ensemble des vials ont par la suite été entreposés a 4°C jusqu’a leur analyse par

CG-SM.

2.1.3.1.2  Evaluation du coefficient de partition

L’extraction des phases aqueuses additionnées de standard intemne a été réalisée
en ajoutant 6 mL d’acétate d’éthyle (Baker) et en mélangeant & dix reprises par inversion.
L’ensemble des échantillons ont par la suite été centrifugés 5 minutes a 1000 rpm
(Damon/IEC Division CU-5000). Les phases supérieures contenant les composes
d’intérét ont été prélevées et transférées dans des vials de verre afin d’étre traitées au

Na,SO,. Les vials ont été conservés a 4°C jusqu’a leur analyse par CG-SM.

2.1.3.1.3 Test de biodégradation

Un volume de 10mL de chacun des échantillons a été transféré dans des
éprouvettes vissables de 15 mL, auxquelles ont été ajoutés 10 L de chaque solution-

mére de standards deutérés correspondant au modulateurs contenus dans le milieu de
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culture afin d’obtenir une concentration finale de 1 mg/L. Les composés d’intérét ont été
extraits en ajoutant 2.5 mL d’acétate d’éthyle (Baker) et en agitant dix fois par inversion.
Afin de bien partitionner les deux phases, I’ensemble des tubes ont été centrifugés a
1000 rpm pour une période de 10 minutes (Damon/IEC Division CU-5000). La phase
supérieure contenant les modulateurs résiduels issus du test de dégradation, les standards
deutérés ainsi que 1’acétate d’éthyle a été récupérée et déposée dans un vial de verre
(Labsphere). Afin d’éliminer toutes traces d’eau, une petite quantité de (Na;SOy), a été
ajoutée aux échantillons. Un volume de 100 uL de chaque extrait traité aux Na,SO,a par
la suite été déposé dans un vial conique et évaporé a sec sous jet d’azote (évaporateur

multiple : Reacti-Therm I-18822, Pierce, Thermo Scientific, IL, E - U).

2.1.3.2 Extraction des phases hydrophobes
2.1.3.2.1 Extraction en phase solide de I'huile de silicone

Basé sur le fait que I’huile de silicone ne peut étre injectée dans 1’appareil de
chromatographie en phase gazeuse sans endommager sérieusement I’appareil, les
échantillons ont du subir une phase d’extraction avant de pouvoir étre analysés. Cette
phase d’extraction était constituée de cinq étapes telles que représentées a la figure.5. En
un premier temps, la procédure utilisait une cartouche Oasis HLB (500 mg/6 mL, Waters,
Milliford, E - U) en combinaison avec un systéme a extraction multiple (20 positions,
avec un support pour tubes de 13 x 75 mm, Waters, Milliford, E-U). La phase
stationnaire de la cartouche a par la suite été conditionnée a 1’aide de 5 mL d’acétate
d’éthyle en utilisant une pression sous vide de 0.039 psi (étape 2). Un volume de 1 mL
d’huile de silicone contenant les modulateurs endocriniens solubilisés ainsi que les

standards deutérés a été chargé sur la cartouche (étape 3).
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Etape 1
Etape 2
Etape 3
Etape 4
Etape S
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Figure 5. Etapes nécessaires 4 ’extraction en phase solide des modulateurs endocriniens
contenus dans 1’huile de silicone.

En utilisant une pression sous vide extrémement faible (0.019-0.029 psi), I’huile
de silicone chargée a lentement diffusé a travers la phase stationnaire permettant aux
modulateurs endocriniens de se lier par affinité, & cette derniére. L huile de silicone
dorénavant dépourvue de composés a par la suite été éluée dans le systéme a extraction
multiples. Une étape de lavage a été exécutée a quatre reprises en utilisant 5 mL de
pentane afin d’éliminer complétement I’huile de silicone qui aurait pu demeurer dans la
cartouche (étape 4). Cette étape a été réalisée en utilisant une pression sous vide de 0.077
psi. Le choix du pentane comme solvant de lavage est basé sur le fait que ce solvant est
miscible avec 1’huile de silicone et qu’il ne présente aucune affinité pour les composés a
I’étude. Les résidus de solvant contenus a I’intérieur du systéme a extractions multiples
ont été éliminés et un support contenant des tubes en verre a été installé. Les modulateurs
ainsi que les standards liés & la phase stationnaire ont été élués avec quatre volumes
successifs de 5 mL de méthanol. Les quatre volumes de méthanol contenus dans quatre
tubes ont tous été évaporés a sec & 40°C en utilisant un évaporateur a tiges multiples
combiné a un jet d’azote (évaporateur multiple ; Reacti-Therm 1-18822, Pierce, Thermo
Scientific, IL, E - U). Les résidus secs issus de la premiére élution ont été suspendus de
nouveau dans 1 mL de méthanol (Baker). Ce volume a ensuite été prélevé et déposé dans

le tube issu de la seconde élution afin de solubiliser & son tour les résidus issus de cette
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deuxieme élution. Cette étape a également été répétée pour le troisiéme et quatriéme tube.
Le méthanol contenant les composés issus des quatre élutions a été prélevé et entreposé

dans des vials en verre (LabSphere) munis de bouchons de téflon.

2.1.3.2.2 Double extraction au méthanol de |'Hytrel

Afin d’extraire ’ensemble des modulateurs endocriniens contenus dans 1’Hytrel,
la totalité de la phase hydrophobe solide issue de chaque échantillon a été déposée dans
un vial de scintillation d’une capacité de 20 mL. A chaque vial a été ajouté 5 mL de
méthanol (Baker). L’ensemble des vials ont par la suite été scellés a I’aide d’un bouchon
de polypropyléne muni d’un fond de téflon et incubés 2 jours, a 150 rpm, 4 25°C, dans
I’obscurité afin de permettre aux modulateurs liés & I’Hytrel de se solubiliser dans le
méthanol. Ce dernier a ensuite été prélevé et déposé dans une éprouvette de verre
vissable d’une capacité de 15 mL. Une deuxiéme extraction au méthanol a été effectuée
en suivant les mémes étapes que décrites précédemment afin d’extraire le maximum de
modulateurs contenus dans I’Hytrel. Les deux volumes de 5 mL de méthanol issus des
extractions sont combinés et évaporés sous jet d’azote. Les modulateurs recueillis suite a
la procédure de double extraction sont solubilisés de nouveau dans 5 mL de méthanol.

L’ensemble des éprouvettes sont par la suite entreposées a 4°C a des fins d’analyse.

2.2 Evaluation de la solubilité maximale des modulateurs endocriniens
dans les phases hydrophobes

2.2.1 Solubilité maximale des modulateurs endocriniens dans I’huile de silicone

Afin d’évaluer la solubilité maximale de chaque modulateur endocrinien & I’étude
dans I’huile de silicone, de fagon individuelle et combinée, 5 mg de chaque composé
(Sigma-Aldrich Chemical Company, St - Louis, MO, E - U) ont été déposés dans un vial
de scintillation (Sigma-Aldrich) d’une capacité de 20 mL auquel 5 mL d’huile de silicone
a 20 centistokes (cSt) (diméthylpolysiloxane; Sigma-Aldrich) ont été ajoutés. Cette
derniére manipulation a été effectuée en triplicata pour chaque modulateur ainsi que pour

le mélange de ces deniers.
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En plus des échantillons réguliers, deux types de controle ont été effectués. Le
premier controle a été réalisé en déposant dans des vials de scintillations 5 mL d’une
solution-mére de 1000 mg/L de chacun des six composés a I’étude. Ces solutions-meres
de 4-n-nonylphénol, de bisphénol A, d’estriol, d’estrone, de 17 - a - éthynylestradiol et de
17 - B - estradiol (Sigma-Aldrich) ont été préparées en dissolvant 5mg de chaque
composé dans 5 mL de méthanol (Baker). Ce contrle avait pour but d’évaluer s’il existe
une dégradation naturelle des modulateurs au cours de I’incubation qui pourrait fausser
les résultats de solubilité. Le second contrdle consistait tout simplement en 5 mL d’huile
de silicone absente de tous modulateurs et déposée dans un vial de scintillation. Ce
dernier contrdle avait pour but d’évaluer si au cours des manipulations certains composés

parasites auraient pu s’absorber dans I’huile de silicone et fausser les analyses.

Les échantillons ainsi que les contrdles ont par la suite été scellés a ’aide d’un
bouchon de polypropyléne muni d’un fond de téflon et incubés 4 jours, a 150 rpm, 4 25°C,
dans 1’obscurité afin de permettre & une quantité maximale de composés de se solubiliser.
Tous les échantillons d’huile de silicone ont par la suite été prélevés et filtrés a I’aide
d’une seringue de 5 mL (Becton Dickinson and Company, NJ, E - U) muni d’un filtre de
type PTFE 0.2 um (Chromatographic Specialities Inc, Canada) afin d’éliminer les
modulateurs non-dissous. Un volume de 3 mL d’huile filtrée a été transféré dans une
éprouvette de verre a laquelle ont été ajouté 150 uL de solutions-méres a 1000 mg/L de
standards deutérés (CDN Isotope, Pointe - Claire, Qc, Canada) représentant chaque
composés a ’étude afin d’obtenir une concentration finale de 50 mg/L. Ces solutions-
méres ont été réalisées en dissolvant 5 mg de chaque standard deutéré dans 5 mL de
méthanol (Baker). Ces derniéres ont par la suite été conservées a - 20°C dans des vials en

verre (LabSphere) munis de bouchons de téflon.

L’huile additionnée de standards deutérés a été bullée a 1’azote pour évaporer le
méthanol issu de la solution-mére de standard. Un volume de 1 mL de chaque échantillon
a été prélevé et traité par 1’intermédiaire de la méthode d’extraction en phase solide (voir
section 2.1.3.2.1). Dans le but d’évaluer la solubilité maximale de chaque composé dans

’huile, 100 pL de chaque échantillon extrait ont été déposés dans un vial conique,
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évaporés a sec sous jet d’azote, dérivés (voir section 2.1.1) et par la suite analysés par
CG-SM (voir section 2.1.2). Dans le cas du premier contrdle, c’est-a-dire celui
uniquement composé de méthanol, une quantité plus petite, soit 5 pL, contrairement a
100 pL a été utilisée a des fins d’analyse. Dans les vials coniques associés aux premiers
controles ont également été ajoutés 5pL de standards deutérés a 1000 mg/L
correspondant aux modulateurs a analyser afin d’obtenir aprés ’ajout du mélange de

dérivation une concentration de standard interne de 50 mg/L.

2.2.2  Solubilité maximale des modulateurs endocriniens dans I’Hytrel

Afin d’évaluer la solubilité maximale des six modulateurs a 1’étude dans 1’Hytrel
de fagon individuelle et combinée, 3,53 g d’Hytrel 8206 (Dupont, Canada) ont été
déposés dans un vial de scintillation d’une capacité de 20 mL auquel 5mL d’une
solution-mére contenant 1000 mg/L d’un des six modulateurs ou des six modulateurs
combinés ont été ajoutés. Les solution-méres ont été congues de la méme fagon qu’a la
section 2.2.1. Cette derniére manipulation a été effectuée en triplicata pour chaque

modulateur.

Tout comme pour I’évaluation de la solubilité maximale dans I’huile de silicone,
deux types de contrfles ont été réalisés. Le premier contréle consiste en 5 mL d’une
solution-mére comportant une concentration finale de 1000 mg/L de chacun des six
composés a I’étude déposée dans un vial de scintillation. Le second contrdle a été réalisé
en déposant 3.53 g d’Hytrel dans un vial de scintillation auxquels ont été ajouté 5 mL de
méthanol pur. La raison de ce contrdle est d’évaluer si le méthanol constituerait un
solvant trop corrosif pour 1’Hytrel ce qui pourrait générer 1’apparition de pic parasites

dans la fraction de méthanol analysée i la suite du test.

L’ensemble des échantillons et des contrdles ont été scellés et incubés 4 jours, a
150 rpm, & 25°C, dans I’obscurité dans le but de permettre 4 une quantité maximale de
modulateurs de s’absorber dans I’Hytrel. Suite 4 la période d’incubation, I’ensemble du
méthanol contenu dans chaque vial a été prélevé et entreposé dans des vials de verre

(Labspehere Inc, Qc, CA) & une température de 4°C A des fins d’analyse. Cette fraction
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représentait la fraction 1 de ’expérience et correspond la quantité de modulateurs qui ne

s’est pas absorbée dans I’Hytrel.

Suite au prélévement du méthanol, ’Hytrel a été traité & son tour. En un premier
temps, les modulateurs qui se sont seulement adsorbés en périphérie de I’Hytrel di a sa
texture légérement poreuse ont été éliminés grace a un lavage 4 I’eau milli-Q. Cette étape
de lavage a été réalisée en ajoutant aux échantillons d’Hytrel contenus dans les vials de
scintillation, 5 mL d’eau-milli-Q. Les vials ont été scellés et vortexés pour une période
d’une minute. L’eau a été prélevée et transférée dans une éprouvette de verre vissable
afin d’en extraire les modulateurs endocriniens par extraction liquide-liquide a 1’acétate
d’éthyle. Cette extraction a été effectuée en ajoutant & 4 mL d’eau, 4 pL des solutions-
meéres de standards deutérés correspondants aux modulateurs contenus dans 1’eau. Ala
suite de quoi, 1.5 mL d’acétate d’éthyle ont été ajoutés. Les modulateurs ont par la suite
été extraits grice a dix inversions successives du mélange eau-acétate d’éthyle.
L’ensemble des éprouvettes ont par la suite été soumises & une centrifugation de
1000 rpm pour une durée de 5 min. L’acétate d’éthyle issu de chaque extrait a été préleve
et entreposé dans des vials en verre & une température de 4°C a des fins d’analyse. Les
extraits issus du lavage représentaient la fraction 2 de cette expérience. Les modulateurs
endocriniens qui se sont absorbés au polymére grice a des interactions chimiques ont éte
extraits selon la méthode de double extraction au méthanol décrite a la section 2.1.3.2.2 et

constituaient la troisi¢éme et derniére fraction de cette expérimentation.

Selon la nature des fractions et des contrdles, différents volumes ont été déposés
dans des vials coniques (voir Tableaux 7 et 8). Pour les fractions qui n’ont pas été
extraites a I’acétate d’éthyle soient les fractions 1 et 3 ainsi que les deux contrdles, 5 pL
d’une solution de standard deutéré a 1000 mg/L correspondant aux modulateurs contenus
dans les échantillons ont été ajoutés. Cette étape a été effectuée afin d’obtenir une
concentration de standard interne de 50 mg/L. Le contenu de chaque vial conique a été

évaporé a sec, dérivé et analysé tel que décrit respectivement aux sections 2.1.1 et 2.1.2.
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2.3 Evaluation de la capacité de relargage de I’Hytrel
2.3.1 Chargement des modulateurs endocriniens dans I’Hytrel

La méthode employée pour charger les modulateurs endocriniens dans I’Hytrel est
similaire a celle utilisée pour évaluer la solubilité des composés dans ce type de polymere
(voir section 2.2.2). En un premier temps, des solutions-meéres de 500 mg/L ont été
réalisées pour les six modulateurs endocriniens individuellement ainsi que pour
I’ensemble des composés combinés. Pour ce faire, 12.5 mg de chaque composé ont éte
dissous dans un volume final de 25 mL de méthanol (Baker). Un volume de 5 mL de
chacune des solutions-meéres a été transféré dans un vial de scintillation d’une capacité de
20 mL contenant 3.53 g d’Hytrel. Cette derniére étape a été répétée a trois reprises afin
d’obtenir des triplicatas. Les vials ont par la suite été scellés a 1’aide d’un bouchon de
polypropyléne muni d’un fond de téflon et incubés 4 jours, & 150 rpm, a 25°C, dans
’obscurité afin de permettre a une quantité maximale de modulateurs de s’absorber dans
’Hytrel. Un contrdle (Contrdle 1) a également été effectué au cours de cette étape afin
d’évaluer si une dégradation naturelle des modulateurs endocriniens engendrée par la
longue période d’incubation pouvait entraver I’absorption des composés dans la phase
hydrophobe. Ce contrle consistait principalement en un volume de 5mL de chaque
solution-mére déposé dans un vial de scintillation ne contenant pas d’Hytrel. Ces vials

ont été incubés sous les mémes conditions que les échantillons.

Suite a la période d’incubation, le méthanol issu de chaque échantillon et contrdle
a été prélevé et entreposé dans des vials de verre (Labsphere) a une température de 4°C a
des fins d’analyse. Ces échantillons représentaient la fraction 1 de cette expérience qui

constituait la quantité de modulateurs endocriniens incapables de se charger & I’'Hytrel.

L’Hytrel a par la suite été lavé a 1’eau milli-Q suivant la méthode évoquée a la
section 2.2.2 afin d’éliminer la quantité de composés qui ont adhéré & ’Hytrel da a sa
texture poreuse. Les modulateurs endocriniens contenus dans cette eau ont été extraits a
’acétate d’éthyle. Pour ce faire, 4 mL d’eau dérivée de chaque lavage d’échantillon

d’Hytrel ont été transférés dans des tubes en verre vissable d’une capacité de 15 mL. A
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chaque tube a été ajouté un volume de 20 pL de standards deutérés d’une concentration
de 1000 mg/L correspondant aux modulateurs contenus dans 1’eau. Un volume de 1.5 mL
d’acétate d’éthyle a par la suite été additionné & chaque tube. Ces derniers ont été scellés
a I’aide d’un bouchon muni d’un fond de téflon et mélangés par inversion a dix reprises.
L’acétate d’éthyle a été séparé de 1’eau en soumettant ’ensemble des tubes 4 une
centrifugation de 1000 rpm pour une durée de 5 minutes. La phase supérieure de chaque
échantillon a été prélevée et entreposée a 4°C dans des vials de verre pour étre analysée.

Ces extraits d’acétate d’éthyle représentaient la fraction 2 de cette expérience.

2.3.2 Démarrage du systéme biphasique

Suite au lavage, les échantillons d’Hytrel ont été déposés pour une nuit dans une
étuve a 70°C afin d’éliminer toutes traces d’eau. Les systémes biphasiques ont par la suite
été démarrés en déposant respectivement chaque échantillon d’Hytrel dans une bouteille
en verre de 125 mL. Un volume de 20 mL d’eau milli-Q a été ajouté a chaque bouteille
afin de constituer la phase aqueuse du systéme. Un systéme biphasique contrdle
contenant 3.53 g d’Hytrel absent de tout modulateur et 20 mL d’eau milli-Q a également
été réalisé au cours de cette étape. Les bouteilles ont ensuite été scellées et incubées
4 jours, a 150 rpm, & 25°C, dans I’obscurité pour permettre aux modulateurs de diffuser
dans la phase aqueuse et par le fait méme d’atteindre un équilibre entre les deux phases

du systéme.

2.3.3 Analyse des deux phases suite au relargage

Les phases aqueuses issues de chaque systéme biphasique ainsi que les
échantillons d’Hytrel ont été traités selon les méthodologies décrites dans les sections
2.1.3.1.1 et 2.1.3.2.2. Les échantillons d’acétate d’éthyle dérivés du traitement des phases
aqueuses ainsi que les extraits de méthanol issus du traitement de I’Hytrel représentaient
respectivement les fractions 3 et 4 de cette expérience. Pour les besoins de la cause, les

fractions 5 et 6 ont été attribués aux phases aqueuse et hydrophobe du contréle 2.

Selon la nature des fractions, différents volumes ont été déposés dans des vials

coniques (voir Tableaux 9 et 10). Les vials associés aux fractions n’ayant pas été extraites
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a I’acétate d’éthyle c’est-a-dire les fractions 1, 4, 6 et le contrdle 1 ont subi un ajout de
5 uL d’une solution de standards deutérés & 1000 mg/L correspondant aux modulateurs
contenus dans les échantillons. Cette étape a été réalisée afin d’obtenir une concentration
de standards internes de 50 mg/L. Le contenu de chaque vial conique a été évaporé a sec,

dérivé et analysé tel que décrit respectivement aux sections 2.1.1 et 2.1.2.
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2.4 Evaluation du coefficient de partition des différents modulateurs
dans I’Hytrel

2.4.1 Préparation des solutions aqueuses

Pour chaque composé, trois solutions de concentrations différentes ont été
produites. Les concentrations employées variaient en fonction de la nature du modulateur
endocrinien et de sa solubilit¢é maximale dans 1’eau. Ces concentrations tenaient
également compte de la capacité maximale de chargement de chaque modulateur dans
1.059 g d’Hytrel. L’obtention des différentes concentrations a été réalisée en saturant
trois solutions de 260 mL d’eau milli-Q et ce pour chacun des six composés 4 I’étude. La
saturation des phases aqueuses a ¢té effectuée en déposant dans un Erlenmeyer d’une
capacité de 500 mL un certain volume d’une solution-mére de modulateur endocriniens
d’une concentration de 1000 mg/L afin d’obtenir une concentration finale supérieure a la
leur solubilité maximale dans I’eau (voir Tableau 11). Les modulateurs ont été évaporés a
sec sous jet d’azote et 260 mL d’eau milli-Q ont été ajoutés a chaque Erlenmeyer.
L’ensemble des Erlenmeyers ont été scellés et incubés 2 jours & 150 rpm, a 25°C, dans
I’obscurité pour permettre & un maximum de modulateurs de se solubiliser. A la suite de
cette période d’incubation les échantillons de solutions aqueuses ont été filtrés sur une
membrane de PTFE de 0.2 pm afin d’éliminer la portion de composés non solubilisés.
Pour chacun des composés, les solutions de phases aqueuses filtrées ont été diluées afin
d’obtenir trois concentrations distinctes (voir Tableau 11). Toutefois, aucune dilution n’a
€été nécessaire pour les solutions dont les concentrations choisies représentaient 100% de
la solubilité maximale du composé dans 1’eau. Pour chacune des 18 solutions produites,
un volume de 40 mL a été prélevé et transféré dans une éprouvette de verre vissable
d’une capacité de 60 mL. Un volume de 30 pL de standard interne associé au modulateur
contenu dans chaque phase aqueuse a été ajouté aux éprouvettes afin d’obtenir une
concentration finale de 0.75 mg/L. Les éprouvettes ont par la suite été traitées a I’acétate
d’éthyle afin d’en extraire les modulateurs endocriniens. L’extraction a été réalisée selon
la méthode décrite a la section 2.1.3.1. Les extraits obtenus représentaient la fraction 1
de cette expérience et constituaient la quantité de modulateurs endocriniens qui était

contenus dans la phase aqueuse avant le démarrage des systémes biphasiques.
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Tableau 11. Volume des solutions-méres 4 1000 mg/L employées pour saturer les
différentes phases aqueuses ainsi que des dilutions effectuées afin d’obtenir trois
concentrations distinctes employées pour I’évaluation du coefficient de partition des
différents modulateurs endocriniens.

Solubilité Volume de
Modulateurs . . N e
endocriniens maximale :ians solution-mére a Dllutlo'nsb
(M.E.) Peau 25 aC 1000 mg/L effectuées
(mg/L) employé (mL)

1
El 12.42 1.3 172
1/4

1
E2 12.96 1.3 172
1/4
7/10

E3 13.25 3.9 172
1/4
7/10
EE2 4.83 3.9 12
1/4

1
NP 5.43 1.3 3/4
172
1/12
BPA 120 10 1/20
1/40

3 Issu de (Lintelmann et al. 2003).” Ces dilutions ont été effectuées sur les phases
aqueuses saturées et filtrées.

2.4.2 Démarrage des systémes biphasique

Pour déterminer le coefficient de partition des six composés a I’étude de fagon
individuelle, 1.059 g d’Hytrel ont été ajoutés dans six Erlenmeyers de 125 mL contenant
60 mL d’une solution d’eau milli-Q comprenant trois concentrations différentes de
composés (voir section 2.4.1). Cette derniére manipulation a été effectuée en triplicata
pour chaque composé. L’ensemble des Erlenmeyers ont été scellés & 1’aide d’un bouchon
de polypropyléne (Chemglass, E-U) et incubés 2jours a3 150 rpm, & 25°C, dans
1’obscurité pour permettre & 1’équilibre des composés entre les deux phases d’étre atteint.

Un systéme biphasique contrdle a également été réalisé en incubant sous les mémes
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conditions que décrites précédemment 1.059g d’Hytrel dans un Erlenmeyer de 125 mL
contenant 60 mL d’eau milli-Q absente de modulateurs. Ce contrdle a été effectué en

triplicata.

2.4.3 Analyse des deux phases suite a la partition des modulateurs

Afin d’évaluer la concentration de modulateurs endocriniens contenus dans les
différentes phases aqueuses suite a 1’équilibre, 40 mL de chacune de ces phases ont été
prélevés et transférés dans des éprouvettes vissables d’une capacité de 60 mL. Un volume
de 20 pL de standard deutéré associé au composé contenu dans chaque phase aqueuse a
été ajouté aux éprouvettes dans le but d’obtenir une concentration finale en phase
aqueuse de 0.5 mg/L. Ce dernier énoncé est vrai pour la plupart des modulateurs
endocriniens a 1’étude soit : tous les composés associés aux estrogénes et le bisphénol A.
Toutefois, pour le 4-n-nonylphénol un volume de 7 pL de standard interne a plutét été
employé afin d’obtenir une concentration de standard en phase aqueuse de 0.175 mg/L.
Les modulateurs ont été extraits selon la méthode décrite a la section 2.1.3.1.2. Les
extraits provenant de cette étape constituaient la fraction 2 de cette expérience. Les
échantillons d’Hytrel ont également été traités au méthanol (voir section 2.1.3.2.2) afin
d’extraire les modulateurs endocriniens du polymére. Ces extraits représentaient la

fraction 3 de cette expérience.

Afin d’évaluer si les phases aqueuses des trois contréles ont été contaminées par
certains composés issus de 1’érosion possible de ’Hytrel suite a une agitation constante
de 2 jours, 40 mL des phases aqueuses contréles ont été prélevés et transférés dans des
éprouvettes vissables d’une capacité de 60 mL. Un volume de 20 pL de standard deutéré
des composés a I’étude a été ajouté aux éprouvettes sauf pour le nonylphénol ou un
volume de 7 pL a plut6t été additionné. Les phases aqueuses ont été extraites selon la
méthode décrite a la section 2.1.3.1.2 et constituaient la fraction 4 de cette expérience.
L’Hytrel des contrdles a également été traité afin d’évaluer si le polymére avait la faculté
d’absorber certains composés parasites issus de I’eau milli-Q. L’extraction de I’Hytrel a
été effectuée selon la méthodologie présentée a la section 2.1.3.2.2 et constituait la

fraction 5 de cette expérience.
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En fonction des fractions, des volumes variés d’échantillons ont été déposés dans
des vials coniques (voir Tableaux 12, 13 et 14). Les vials associés aux fractions 3 et 5 ont
subit un ajout de 2.5 pL d’une solution de standards deutérés 4 1000 mg/L correspondant
au modulateurs contenus dans les échantillons. Cette étape a été réalisée afin d’obtenir
une concentration de standards internes de 50 mg/L. Le contenu de chaque vial conique a
été évaporé a sec, dérivé et analysé tel que décrit respectivement aux sections 2.1.1 et
2.1.2. 11 est toutefois & noter qu’une petite modification a 1’étape de dérivation a été
apportée au cours de cette expérience. Un volume de 50 pL du mélange réactionnel a été

employé au lieu du 100 pL décrit a la section 2.1.1
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2.5 Enrichissement en systéme biphasique
2.5.1 Modulateurs endocriniens

Les modulateurs endocriniens utilisés au cours des enrichissements sont tous issus
de solutions-méres d’une concentration identique, soit de 1000 mg/L. Des solutions-
méres de 4-n-nonylphénol, de bisphénol A, d’estriol, d’estrone, de
17 - a - éthynylestradiol et de 17 - B - estradiol (Sigma-Aldrich) ont été préparées en
dissolvant 5 mg de chaque composé dans 5 mL de méthanol (Baker). Ces solutions de
modulateurs endocriniens ont été fraichement préparées a chaque expérience. A des fin
de dosage, des solutions-méres de standards deutérés (CDN Isotope, Pointe - Claire, Qc,
Canada) correspondant & chacun des composés cités précédemment ont également été

produites et ce & une concentration de 1000 mg/L. Les solutions standards ont été

conservées a - 20°C dans des vials en verre (LabSphere) munis de bouchons de téflon.

2.5.2 Biomasse employée

Les enrichissements ont été effectués en suivant le principe du systéme a deux
phases immiscibles afin de développer une microflore adaptée au systéme biphasique et
capable de dégrader les modulateurs endocriniens comme source de carbone.

La biomasse de départ provenait de trois sources distinctes dans le but
d’augmenter la diversité microbienne des enrichissements et par le fait méme les chances
d’obtenir des microorganismes capables de dégrader le genre de composés a 1’étude. La
premiére biomasse provenait d’un échantillon de boues activées de 1’usine d’épuration
des eaux usées de Vaudreuil (Qc). La seconde, était issue d’un réacteur biologique
séquentiel (RBS - 2) permettant la déphosphatation du lisier de porc et mis au point dans
le laboratoire du Pr. Pierre Juteau (INRS-Institut Armand-Frappier). La troisiéme et
derniére biomasse dérivait d’un consortium bactérien capable de dégrader les
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP). L’inoculum bactérien utilisé au cours
du premier enrichissement était un mélange en proportions égales de chacune des

biomasses.
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2.5.3 Composition des enrichissements

Au total, six enrichissements ont été démarrés en paralléle (voir tableau 15) dans
des Erlenmeyers de 250 mL en inoculant 5 mL de la biomasse décrite précédemment
dans 35 mL de milieu minéral ESM (Teske 2007) supplémenté de 25 mg/L d’extrait de
levure (BBL, Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, E - U). Le milieu ESM a été
préparé de la fagon suivante :  la solution de milieu minéral ESM a été ajouté 25 mg/L
d’extrait de levure. Cette solution a été par la suite stérilisée a 121°C pour une période de
30 minutes. Une fois refroidie, une solution de NaHCQ; ayant été préalablement
stérilisée par filtration a été ajoutée au milieu afin d’obtenir une concentration finale de
0.5 g/L. Des solutions d’éléments traces et de vitamines aussi stérilisées par filtration ont
été ajoutées au milieu dans le but d’obtenir des pourcentages respectifs de 0.3 % (v/v) et

de 1 % (v/v).

A ces 35 mL de milieu de culture aqueux a été additionné, selon I’enrichissement,
10 mL d’huile de silicone a 20 centistokes (cSt) (diméthylpolysiloxane; Sigma-Aldrich)
ou 7 g d’Hytrel 8206 (DuPont, Canada). Tel que qu’observé dans le tableau 15 les six
enrichissements démarrés ont été regroupés sous trois grandes classes qui se distinguent
par la nature de la principale source de carbone qu’ils contiennent. Les enrichissements
de la classe A comprenaient comme principale source de carbone les modulateurs
endocriniens appartenant a4 la famille des estrogénes (estriol, estrone,
17 - a - éthynylestradiol et de 17 - f - estradiol). La classe B renfermait les modulateurs
associés a4 la famille des alkylphénols (4-n-nonylphénol et bisphénol A). Les
enrichissements de la classe D regroupaient ’ensemble des molécules a I’étude (estriol,
estrone, 17-o-éthynylestradiol, 17-B-estradiol, 4-n-nonylphénol et bisphénol A). Ces
sources de carbone étaient comprises dans les phases hydrophobes (huile de silicone
20 cSt et Hytrel 8206) et étaient présentes & des concentrations de 40 ou 100 mg/L selon

la nature du composé et de la phase hydrophobe employée.
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Tableau 15. Description de la composition des enrichissements.

Concentration de la

Nom de Principale source de source de carbone Nature de la phase
I’enrichissement carbone immiscible
(mg/L)

A-Huile de silicone Estrogénes 40 Huile de silicone 20 ¢St
A-Hytrel Estrogénes 100 Hytrel 8206
B-Huile de sil Nonylphénol : 100 Huile de sil 20 cS

-Huile de silicone : uile de silicone 20 cSt
Alkylphénols Bisphénol A : 40
B-Hytrel Alkylphénols 100 Hytrel 8206
Nonylpénol : 100
D-Huile de silicone Ensemble des P Huile de silicone 20 cSt
Modulateurs a I’étude Autres composés : 40
D-Hytrel Ensemble des 100 Hytrel 8206

Modulateurs a 1’étude
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2.5.4 Chargement des modulateurs endocriniens dans les phases hydrophobes

Selon la classe d’enrichissement concernée (A, B ou D), un volume spécifique de
chaque solution-mére de modulateurs a été ajouté a I’huile de silicone pour obtenir les
concentrations décrites précédemment. Le mélange d’huile de silicone et de modulateurs
endocriniens a été par la suite bullé & I’azote afin d’évaporer le méthanol issu des
solutions-meres. Les solutions d’huile de silicone ont ensuite été filtrées sur membrane de
poly(étrafluoroéthyléne) (PTFE) de 0.2 um (Chromatographic Specialities Inc, Canada)

permettant ainsi, d’éliminer la quantité de composés non-dissous.

Le chargement des modulateurs endocriniens dans I’Hytrel a été effectué en
déposant dans des Erlenmeyers de 125 mL, 7 g d’Hytrel auxquels a été ajouté 10 mL
d’une solution de méthanol comprenant 200 mg/L de chaque modulateur endocrinien
associé€ a la classe d’enrichissement concernée. Les flasques ont été par la suite scellés et
incubés deux jours a 25°C, dans I’obscurité et avec une agitation constante de 150 rpm

afin de permettre aux composés de s’absorber a I’Hytrel.

Les concentrations des différents composés a 1’étude contenus dans 1’huile de
silicone ou dans I’Hytrel, selon I’enrichissement, ont été évaluées de fagon plus précise
par chromatographie en phase gazeuse (voir section 2.1.3.2, 2.1.1 et 2.1.2). Ces

concentrations correspondaient au temps zéro.

2.5.5 Repiquage et conditions d’incubation

Dans le but de sélectionner une microflore spécialisée, des repiquages de chacun
des six enrichissements ont été effectués sur une base mensuelle. Au cours de ces
derniers, 5 mL des phases aqueuses de chaque enrichissement ont été inoculés dans un
nouveau systeme biphasique constitué de 35 mL de milieu aqueux ESM auxquels ont été
ajoutés 10 mL d’huile de silicone ou 7 g d’Hytrel chargés de modulateurs endocriniens.
L’ensemble des enrichissements ont été incubés a 25°C, en obscurité et avec une agitation

constante de 150 rpm.
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Deux contrdles abiotiques ont également été effectués afin d’évaluer si les phases
hydrophobes utilisées sont biodégradables et par le fait méme peuvent servir elles-mémes
de source de carbone. Ces derniers ont été réalisés en inoculant 5 mL de biomasse initiale
dans 35 mL de milieu ESM absent d’extrait de levure auquel 10 mL d’huile de silicone
ou 7 g d’Hytrel ne contenant pas de modulateurs ont été additionnés. Ces contrdles ont

été incubés et repiqués sous les mémes conditions que les enrichissements.

2.5.6 Conservation du consortium

Au cours de chaque passage, les 35 mL de phase aqueuse restants suite au
transfert de 5 mL de chaque enrichissement aux enrichissements subséquents ont été
déposés dans un tube en polypropyléne stérile de 50 mL. Ces derniers ont ensuite €té
soumis & une centrifugation de 5000 rpm, 4 la suite de quoi une partie du surnageant a été
éliminé afin de concentrer la biomasse. A chaque transfert, cinq aliquotes de 1 mL de
phase aqueuse concentrée ainsi que 5 mL d’huile de silicone ou 7 g d’Hytrel, selon le
type d’enrichissement, étaient conservés. Un aliquote de 1 mL de la phase aqueuse
concentrée a été additionné a une solution contenant 50 % de glycérol stérile et placé a
- 80°C afin de conserver la biomasse qu’il renfermait. Les quatre aliquotes restants ont
été conservés a -20°C a des fins d’extraction d’ADN. Les échantillons de phases
hydrophobes ont été conservés a 4°C pour extraire les modulateurs endocriniens qu’ils
contenaient (voir section 2.1.3.2). Cette derniére étape était nécessaire a 1’évaluation du

suivi de la dégradation des composés par rapport au temps zéro.

2.6 Etude préliminaire de la composition de ’enrichissement A - Hytrel
2.6.1 Isolement des souches

Afin de représenter le plus justement la diversité phénotypique des isolats
présents dans I’enrichissement 4 - Hytrel, ainsi que dans le but de trouver un grand
nombre de souches dégradant les estrogénes, quatre milieux de culture différents ont été
employés. Il s’agit du milieu minéral ESM décrit précédemment, additionné toutefois
d’agar et de 1 mg/L d’estrogénes, du milieu R2A (BBL), du milieu TSA (Tryptic Soy

Agar) (BBL) et finalement d’une seconde version du milieu ESM auquel ont été
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additionnés de ’agar, 1 mg/L d’estrogeénes et 1 % (v/v) d’une solution de vitamines. A
partir d’un échantillon de la phase aqueuse issue du septiéme repiquage de
I’enrichissement A - Hytrel, différentes dilutions ont été effectuées (10° 4 10 "°). Pour
chaque dilution, 10 pL ont été étalés sur des géloses des quatre milieux cités
précédemment. Les géloses ont été incubées a 25°C durant 5 jours ou jusqu’a 1’apparition
de colonies. Chaque colonie présentant des caractéristiques phénotypiques distinctes a été
repiquee a trois reprises. Les colonies ayant survécu a trois repiquages successifs ont été
ensemencées en milieu TSB liquide (Tryptic Soy Broth) (BBL) et incubées pendant
12 heures & 37°C et a 150 rpm. Pour chaque isolat ensemencé, 500 uL de culture ont été
déposés dans des tubes cryogéniques (Fisher Scientific, ON, CA) stériles contenant
500 pL d’une solution de 50 % de glycérol et entreposés a - 80°C. Un second aliquote de
500 puL des cultures décrites précédemment a été utilisé afin d’en extraire I’ADN (voir

section 2.6.2).

2.6.2 Extraction d’ADN par billes de verre

Chaque échantillon d’isolat issu des cultures bactériennes liquides ont été
centrifugés 5 minutes & 13 000 rpm afin d’éliminer le surnageant. Le culot bactérien, a
par la suite été¢ suspendu de nouveau dans 250 pL de tampon TEN (Tris HCL 50 mM,
EDTA 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8.0) et transféré dans un tube de 1.5 mL contenant
250 mg de billes de verres stériles auquel ont été additionné 500 uL d’une solution de
phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1). Le broyage des cellules bactériennes a
ensuite été effectué¢ en déposant les tubes dans un homogénéisateur (FastPrep FP120-115,
Thermo Savant, GMI, Ramsey, MN, E- U) pour une période de 20 secondes a vitesse 4.0.
Cette derni¢re étape a été effectuée deux fois avec une période d’attente de 5 minutes
entre chaque homogénéisation. Au cours de cette période d’attente les échantillons ont
€té conservés sur glace. Les tubes ont ensuite été centrifugés 15 minutes & 13 000 rpm
afin de séparer les débris cellulaires de I’ADN. La phase supérieure contenant I’ADN a
par la suite été prélevée et déposée dans un tube stérile contenant 500 pL d’une solution
de chloroforme/alcool isomylique (49/1). Le tout a été mélangé par inversion et soumis &
une centrifugation d’une minute & 13 000 rpm. Un volume de 300 uL de la phase

supérieure a été prélevé et transféré dans un tube comprenant 600 pL et 75 pL d’acétate
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d’ammonium (10 M). L’ensemble des tubes ont été déposés & - 20°C pour un minimum
de 30 minutes pour permettre la précipitation de I’ADN puis centrifugés & 13 000 rpm
pendant 15 minutes. Les culots ont par la suite été lavés en ajoutant 500 uL d’éthanol
70 % (v/v) et en centrifugeant 2 minutes & 13 000 rpm. Les échantillons ont ensuite €te
séchés a I’air libre afin d’enlever toutes traces d’éthanol et suspendus de nouveau dans 50
pL d’eau milli-Q stérile. L’efficacité des extractions d’ADN a été vérifiée par
électrophorése sur gel d’agarose 1 % (voir section 2.6.3). La concentration de ’ADN
extrait a également été évaluée par densité optique (D.O.) & Paide d’un
spectrophotométre Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies Inc, DE, E-U) a
260 nm. Suite & la concentration dosée, les échantillons d’ADN sont dilués a I’aide d’eau
milli-Q afin d’obtenir une concentration de 25ng/pL essentielle 4 la réaction de

polymérisation en chaine (PCR) (voir section 2.6.4).

2.6.3 Electrophorése sur gel d’agarose

La qualité des extraits ’ADN a été testée sur gel d’agarose UltraPure ™ 1%
(Invitrogen, Carlsbad, CA, E - U). Le gel a été réalisé en dissolvant I’agarose UltraPure
dans du tampon TAE 1X (1 mM EDTA, 40 mM Tris-acétate pH 8.0) et le tout a été
déposé dans un moule muni d’un peigne afin de permettre au gel de polymériser. Le gel a
ensuite été déposé dans une cuve a électrophorese (Bio-Rad Laboratories Inc, CA, E-U)
renfermant du tampon TAE 1X. A 5L de chaque échantillon d’ADN testé ont été
ajoutés 2 pL d’un tampon de chargement constitué de 30 % (v/v) de glycérol, 0.25 % (p/v)
de xyléne cyanol (Sigma-Aldrich) et de 0.25 % de bleu de bromophénol (Sigma-Aldrich).
Les échantillons d’ADN ont ensuite été chargés dans les puits du gel. En plus des
échantillons, 5 pL d’un marqueur de poids moléculaire de type 1Sty 1 ont été ajoutés
dans un des puits du gel. Ce marqueur est issu de la digestion de I’ADN total du phage
lambda par ’enzyme de restriction Sty I générant sur gel des fragments d’ADN de tailles
distinctes qui nous permettent d’associer la taille de nos fragments d’ADN & une valeur
spécifique en paire de bases. L’appareil & électrophorése a ensuite été mis sous tension a
90 Volts pour une période de 60 minutes afin de permettre 4 I’ADN de migrer. Suite a la
migration le gel a été déposé dans une solution de bromure d’éthidium et agité pendant

10 minutes afin de permettre au bromure d’éthidium de pénétrer dans le gel et de
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s’intercaler entre les deux brins d’ADN. Cet agent intercalant, devient fluorescent sous
les rayons U.V. permettant ainsi de visualiser I’ADN. Les fragments d’ADN ont donc été
visualisés grice au system Alphalmager’™ 3400 (Alpha Innotech Corporation, San
Leandro, CA, E - U) combiné & I’appareil Bio-Rad gel-Doc (modéle 1000, Bio-Rad,
Hercules, CA, E - U).

2.6.4 Amplification des génes de I'ARN ribosomal (ARNr) 16S

Les génes ARNr 168 issue de I’ADN extrait de chaque isolat ont été amplifiés par
Iintermédiaire d’une réaction de PCR. Chaque réaction a été effectuée en ajoutant 2 pL
d’ADN d’une concentration de 25 ng/uL, a 48 pL d’un mélange réactionnel comprenant
5 pL de tampon Taq 10 X (GE healthcare), 1 pLde dNTPs 10 X (GE healthcare), 1 pL de
I’amorce 2F-YM (50]- AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG -3[1), 1 pL de I’amorce pH
(57)- AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA -300), 1 uL d’albumine de sérum bovin (BSA)
20 pg/pL, 0.5 uL de Taq polymérase (5U/uL, GE Healthcare) et 38.5 pL d’eau milli-Q
stérile. L’amplification a été rendue possible en utilisant 1’appareil GeneAmp PCR
system 2700 (Applied Biosystem, CA, E - U) combiné au programme représenté a la
figure 6. L’efficacité de la réaction d’amplification a par la suite été vérifiée sur gel

d’agarose 1 % (voir section 2.6.3).

1 cycle 30 cycles 1 cycle
80°C 94°C 55°C 72°C 94°C 55°C 72°C
2mins 5 mins S mins 45 secs 45 secs 45 secs 10 mins

Figure 6. Représentation graphique du programme utilisé pour I'amplification de I'ADNr
16S des isolats issus de 1’encrichissement A-Hytrel.

2.6.5 Séquengage des génes ARNr 16S des isolats de I'enrichissement A-Hytrel

Tous les amplicons issus de I’amplification par PCR décrite & la section
précédente ont été séquencés au Centre d’Innovation Génome Québec. Seule I’amorce 2f-
YM a été utilisée au cours du séquencage. Grice & cette amorce, environ 1000

nucléotides du géne ont été séquencés. Les séquences obtenues ont par la suite été
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corrigées avec ’aide du logiciel Chromas version 2.0 et comparées a celles contenues
dans la banque de données du National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) par I'intermédiaire de 1’application blastn. Cet

outil compare les séquences soumises aux séquences contenues dans la base de données
et calcule de fagon statistique I’importance de I’appariement des séquences. Chaque
séquence soumise a été associée & un genre particulier. Les isolats appartenant a des
genres différents ont été choisis afin d’évaluer leur capacité & dégrader les estrogénes

(voir section 2.7).

2.7 Evaluation du rendement de biodégradation des modulateurs
endocriniens

2.7.1 Test de dégradation

Un test de dégradation a été effectué afin d’évaluer si les différents consortiums
sélectionnés au cours des enrichissements possédaient la capacité de dégrader les
molécules a I’étude. Ce méme test a également été utilisé pour évaluer la capacité des
différents isolats sélectionnés & la section 2.6.5 & dégrader les estrogenes. Pour ce faire,
les biomasses de chaque enrichissement issues du onziéme repiquage, conservées a
-80°C, ont été ensemencées sur des géloses TSA contenant 1mg/L de chaque
modulateur associé a leur enrichissement respectif (voir Tableau 16). Cette étape a

également été effectuée pour chaque isolat sélectionné de I’enrichissement 4-Hytrel.
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Tableau 16. Composition des géloses TSA employées pour I’ensemencement des
enrichissements et des isolats sélectionnés pour le test de dégradation.

Concentration de chaque Ensemencements
Type de milieu modulateur (mg/L) concernés par le type de
milieu
A- Huile de silicone
\ A- Hytrel
TSA + estrogénes 1 Isolats de 1’enrichissement
A-Hytrel
., B-Huile de silicone
TSA + Bisphénol A 1 B-Hytrel
TSA + estrogénes + 1 D-Huile de silicone
Bisphénol A D-Hytrel

L’ensemble des géloses ont été incubées a 25°C, dans 1’obscurité pour une
période de 3 a 5 jours. Une colonie de chaque gélose a été sélectionnée et ensemencée
dans 3 mL de milieu TSB additionné de 1 mg/L de modulateurs. Ces ensemencements
ont servi de pré-cultures. Ces demniéres ont ét¢ incubées une nuit 2 37°C, & 150 rpm. Les
étapes suivantes ont été effectuées en triplicata. A partir des pré-cultures, des cultures de
chaque enrichissement et de chaque isolat ont été démarrées avec une D.O. 4 600 nm de
0.01, dans un volume de 12 mL de milieu TSB additionné de modulateurs endocriniens
présentant la méme composition que celle employée sur gélose (voir Tableau.16). Ces
cultures ont été soumises a une incubation de 4 jours, & 25°C, & 150 rpm dans ’obscurité.
Un échantillon stérile de chacun des milieux (TSB + estrogénes, TSB + Bisphénol A et
TSB + estrogenes + bisphénol A) a été conservé a 4°C comme temps zéro. Des contrdles
negatifs de chaque milieu ont également été réalisés en incubant 12 mL de chaque milieu
avec les cultures décrites précédemment. Suite & la période d’incubation, les modulateurs
endocriniens résiduels ont été extraits de chaque échantillon afin d’évaluer le rendement
de dégradation de ces derniers. Les extractions ont été réalisées par la méthode
d’extraction liquide-liquide & 1’acétate d’éthyle (voir section 2.1.3.1.3). Les extraits ont

par la suite été analysés CG-SM (voir section 2.1.1 et 2.1.2).
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3 RESULTATS

3.1 Analyse des modulateurs endocriniens par CG-SM
3.1.1 Méthode au CG-SM

J'ai établi une méthode fiable et sensible pour quantifier les différents modulateurs
a I'aide du CG-SM. Le chromatogramme du décompte total des ions (total ion count; TIC)
des modulateurs endocriniens et des standards internes dérivés d’une solution de
standards de 25 mg/L est présenté & la figure 7. Une bonne séparation des composés a
I’étude a pu étre obtenue sous les conditions expérimentales utilisées (voir section 2.4.4).
La séquence d’élution des dérivés des modulateurs endocriniens a suivi généralement
I’ordre de leur poids moléculaire, sauf pour le bisphenol A et I’estrone. Toutefois, il a été
impossible d’observer la séparation entre les modulateurs et leur forme deutérée. Ce
dernier point n’est cependant pas un probléme, puisque pour chaque composé & I’étude,
la molécule et sa forme deutérée possédaient un ion quantitatif distinct. Le
4-n-nonylphénol a donc été le premier composé a étre élué avec un temps de rétention de
12.98 minutes. Quelques minutes plus tard, le bisphénol A sortait & son tour avec un
temps de rétention de 15.78 minutes. Les quatre composés appartenant a la classe des
estrogénes étaient les derniers 2 étre élués avec des temps de rétention variant entre 20.60
et 23.62 minutes. De plus, il a été facile d'observer que les estrogénes présentaient des
signaux de réponse distincts méme si ces derniers possédaient des structures chimiques
extrémement similaires entre elles et qu'une concentration identique de 25 mg/L a été
employée. La détection de I’estrone était moins sensible en présentant une sensibilité de
six fois inférieure 2 la sensibilité moyenne obtenue pour le 4-n-nonylphénol, le bisphénol
A, D’estradiol et lel7 - a - éthynylestradiol. L’estriol a démontré la plus importante

sensibilité avec une abondance relative prés de 100.

Page | 68




69 | 98eq

"¢’ 1" UoIoas
B] & S3)LIDPP SUONIPUOD S3] SNOS 9SAeUR JUIWAIOMP 939 B PIEPUEIS UOHIN[OS BT "SAUISIUI PIEPUEIS N3] 5P 19 SPALIIP SUSIULIDOPUS
SIN3Jg[NPOW 3P T/ §T JUBUSIUOD PIEPUEIS UOHN[OS SuUn p (D] L) SUOI Sap [£10} 3)dW00p Np SWureISoewoNnyy) :/ amgig

(nw) awny
. "4 124 u 0z 81 o1 bl 2h 0l 8 9 b b4 0
____,L__T)_J_H____L_______H,__m_______L___.Hn____,_____.._o
3 b0 2067 ¢6¢2 066L  $8(L QIO 68k 890 656 qNoa.m 800
ol
0907
(174
v0'21 ® =
v e
P-13113 w &
T
L2
05 2
867 c
i X4 09 m
8112 8L Gl oL 8
\. , "D-dN/IdN 08
Z p-¢33/233

wez P33 oo



3.1.2  Evaluation de la limite de quantification

Au cours du projet, des courbes standards de chaque composé a 1’étude ont été
effectuées avec 1’aide de solutions standards de concentrations variant entre 0.0005 mg/L
et 100 mg/L (Figure 8). Les données de régression linéaire sont résumées au sein du
tableau 17. Pour ’ensemble des composés, les coefficients de détermination (%) obtenus
étaient tous supérieurs 4 0.9948 indiquant une excellente linéarité des courbes de
calibration. La limite de quantification établie reposait sur la concentration pour laquelle
la valeur du ratio de 1’aire du composé multipliée par la concentration du standard interne
sur I’aire du standard interne présentait un écart entre triplicata inférieur 4 30 %. Les
limites de quantification obtenues pour I’ensemble des composés variaient entre 0.0005 et
0.05 mg/L (Tableau 17). Ces résultats sont similaires & ceux obtenus pour la sensibilité.
L’estriol présentait une limite de quantification 10 fois plus élevée que le bisphénol A et
I’estradiol, et 100 fois plus élevée que I’estrone, le 17-a-éthynylestradiol et le 4-n-
nonylphénol. Les courbes standards effectuées ont seulement servi & la mise au point de
la méthode par CG-SM ainsi qu’a I’évaluation de la limite de quantification de chaque
composé. L’évaluation des concentrations des différentes molécules contenues dans les
échantillons aux cours des expériences a toutefois été effectuée sur la base de I'usage de
différents standards internes deutérés associés a chaque molécule a I’étude et en

effectuant le calcul suivant :

. Aire sous la courbe du M.E * Concentration du standard M.E- d,
Concentration du MLE =

Aire sous la courbe du standard M.E- d,4
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Figure 8: Courbes de calibrations des différents composés a I’étude établies par
I’intermédiaire de solutions standards de concentrations variant entre 0.0005 mg/L et 100
mg/L. Les standards ont été analysés selon la méthode décrite a la section 2.1.2.

Tableau 17. Parameétres de régression linéaire des courbes de calibration et les limites de
quantification des différents composés selon la méthode de CG-SM développée.

Modulateurs Coefficient de Limite de
endocriniens Pente détermination quantification
(M.E.) () (mg/L)

El 1.0623 0.9965 0.05
E2 0.9389 0.9995 0.005
E3 0.8453 0.9948 0.0005
EE2 1.0229 0.9993 0.05
NP 1.1549 0.9995 0.05
BPA 1.1113 0.9998 0.005
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3.2 Etude comparative du rendement d’extraction obtenu par
différente cartouche d’extraction en phase solide

Afin d’optimiser la procédure d’extraction mise au point pour extraire les
composés a I’étude de I’huile de silicone, différentes phases stationnaires ont été évaluées.
En utilisant les mémes solvants d’extraction, trois différents types de cartouche ont été
testées afin d’évaluer leur efficacité d’extraction: EnviChrom P (500 mg/6 mL, Supelco,
Bellefonte, E - U), Oasis HLB (500 mg/6 mL, Waters, Milliford, E-U) et Sep-pak
(500 mg/6 mL, Waters, Milliford, E - U). Trois composés (EE, BPA, NP) sur les six
étudiés ont été choisis afin de représenter chacune des deux familles de composés a
I’étude soit : les estrogénes et les alkylphénols. Une concentration de 10 mg/L de chaque
composé a été bullée dans 3 mL d’huile de silicone. Un volume d’un millilitre a été
extrait suivant la méthode d’extraction en phase solide décrite précédemment (voir
section 2.1.3.2.1). Les analyses par CG-SM (Figure 9) ont montré que la cartouche Oasis
HLB présente des rendements de récupération supérieurs & 96 % et ce pour les trois
molécules testées (EE2: 107+ 10 %, BPA: 96+ 6 %, NP: 97+ 3 %). La cartouche
EnviChrom-P a présenté une bonne récupération du 17-a-éthynylestradiol (92 + 12 %) et
du bisphénol A (101.8 + 0.2 %). Toutefois, cette phase stationnaire n'a montré aucune
affinité pour le 4-n-nonylphénol puisque le pourcentage de récupération obtenu pour ce
composé était négligeable (0.18 + 0.03 %). La phase stationnaire associée a la cartouche
Sep-pak était la moins adaptée & I’extraction des composés a 1’étude puisqu’elle a montré
pour les trois composés testés les plus faibles pourcentages de récupération des trois

cartouches (EE2 :24 + 3 %, BPA : 90 £ 4 %, NP : 0.14 + 0.01 %).
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Figure 9: Pourcentages de récupération du 17-a-éthynylestradiol, du bisphénol A et du
4-n-nonylpénol contenus dans I’huile de silicone en utilisant différents types de
cartouches d’extraction en phase solide (SPE).

3.3 Solubilité maximale des modulateurs dans les phases hydrophobes

Dans le systéme a deux phases immiscibles mis au point, les phases hydrophobes
jouent le réle de réservoir en contenant les modulateurs endocriniens. Il est donc
important de déterminer la quantité maximale de chaque composé que peut contenir

I’huile de silicone et I’Hytrel.

3.3.1 Solubilité maximale des modulateurs endocriniens dans !’huile de silicone

La solubilité des six composés dans I’huile de silicone a été déterminée
individuellement et en combinaison afin d’évaluer la capacité de la phase hydrophobe a
solubiliser de fagon préférentielle certains composés. Le tableau 18 montre
individuellement ou ensemble que I’estrone, 1’estradiol, 1’estriol et le bisphénol A étaient

de 1.61 a 147 fois plus soluble dans 1’eau que dans I’huile de silicone. Toutefois, pour le
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17-a-éthynylestradiol et le 4-n-nonylphénol, nous avons observé le contraire. Ces
composés étaient respectivement de 6.1 & 657 fois plus soluble dans ’huile de silicone
que dans I’eau. Il a été également noté qu’au cours de cette expérience la solubilité
maximale du 4-n-nonylphénol n’a pas pu étre établie. Initialement, une concentration de
1000 mg/L de ce composé a été testée de fagon individuelle et combiné afin d’en évaluer
la solubilit¢é maximale. Il s’est avéré que pour les deux paramétres testés, cette
concentration a été complétement solubilisée dans 5 mL d’huile de silicone. Aucune
distinction de solubilité apparente n’était visible entre les échantillons individuels et
combinés. Une concentration de 3000 mg/L a par la suite été testée uniquement de fagon
individuelle afin d’évaluer si cette concentration excessive était soluble dans cette phase
hydrophobe. Tel que présenté au tableau 18, cette concentration s’est avérce
complétement soluble dans I’huile de silicone. Nous avons constaté également que la
solubilité du bisphénol A diminue de 1.5 fois lorsque ce dernier a été mis en présence des
autres composés. L’effet contraire a été toutefois observé pour I’estriol ou la présence des
cinq autres composés a nettement favorisé sa solubilité qui est prés de sept fois supérieure

a celle obtenue individuellement.

Tableau 18 : Solubilité des modulateurs endocriniens dans I’huile de silicone

Modulz.at?urs Solubilité dans Solubilité dans I’huile de silicone (ng/g)
endocriniens Peau® 25 °C (ug/g) .
(M.E.) Individuellement Ensemble
El 12.4 2.14+0.01 2.08+0.18
E2 12.96 1.42 £ 0.05 1.14+0.10
E3 13.25 0.09 £ 0.04 0.62+0.19
EE2 4.83 31.23£0.53 29.63 + 2.85
NP 5.43 3563.46 + 404.51° 1151.28 £ 30.18
BPA 120 74.68 + 2.43 50.09 + 1.64

? Issu de (Lintelmann et al. 2003). ® Les six modulateurs endocriniens ont été dissous
ensemble dans I’huile de silicone. © Cette concentration ne représente pas la valeur de
solubilité maximale du 4-n-nonylphénol dans I’huile de silicone mais bien la
concentration maximale testée.

Page | 74



3.3.2  Solubilité maximale des modulateurs endocriniens dans |'Hytrel

Tout comme pour I’huile de silicone, la solubilit¢ des six modulateurs
endocriniens a I’étude a été évaluée de fagon individuelle et combinée dans I’Hytrel. Pour
ce faire, 3.53 g d’Hytrel ont été incubés dans des solutions de méthanol comprenant une
concentration de 1000 mg/L de chacun des composés. Un temps d’incubation de 4 jours
sous une agitation continue de 150 rpm a été alloué aux échantillons afin d’atteindre une
saturation maximale des modulateurs & I’intérieur du polymére. Les modulateurs ont été
extraits et analysés selon les méthodes décrites aux sections 2.1.3.2.2, 2.1.1 et 2.1.2. Les
valeurs présentées dans le tableau 19 démontrent que toutes maniéres confondues
(individuellement ou ensemble) les six composés sont de 5.18 a 138 fois plus solubles
dans I’Hytrel que dans I’eau. On constate également pour le 4-n-nonylphénol et le
bisphénol A une faible augmentation de solubilité lorsque ces derniers étaient en présence

des autres modulateurs.

Tableau 19: Solubilité des modulateurs endocriniens dans 1’Hytrel

TV s
l::l,(:]?,::-?;?:;: | Sol:nbili fé dans Solubilité dans I’Hytrel (pg/g)
(MLE.) Peau”25°C (ng/g) Individuellement Ensemble”
El 12.42 590 + 35 577+ 19
E2 12.96 661 + 30 611 +44
E3 13.25 514+ 33 452 +20
EE2 4.83 666 + 48 571+ 30
NP 543 438+ 4 549 + 31
BPA 120 621+ 16 705 + 42

? Issu de (Lintelmann et al. 2003). ° Les six modulateurs endocriniens ont été dissous
ensemble dans I’Hytrel.

3.4 Détermination de la capacité de relargage des modulateurs
endocriniens en systéme biphasique

L’étude du dynamisme entre les deux phases impliquées dans le systéme est un
aspect primordial du projet. Puisque les microorganismes se retrouvent dans la phase
aqueuse et que les modulateurs endocriniens représentant leur source de carbone primaire
sont contenus dans la phase hydrophobe, il est important d’évaluer la capacité avec

laquelle ce genre de composés peuvent diffuser d’une phase a I’autre.
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L’expérience mise au point pour évaluer la capacité de relargage de chaque
modulateur endocrinien compris dans I’Hytrel de fagon individuelle et combinée est
composée de trois étapes. Il s’agit des étapes suivantes : du chargement des modulateurs
endocriniens dans 1’Hytrel, du démarrage du systéme biphasique et de I’analyse des deux

phases suite au relargage.

Afin d’évaluer la capacité avec laquelle les billes d’Hytrel sont aptes a relarguer
les modulateurs emmagasinés dans la phase aqueuse, 3.53 g de polymére ont été chargés
3 I’aide d’une solution de méthanol contenant de fagon individuelle ou collective
500 mg/L de chaque composé a I’étude. Cette étape a été suivie d’une période
d’équilibration en systéme biphasique comprenant 20 mL d’eau milli-Q soumise a une
agitation constante de 150 rpm pour une période de 4 jours. La concentration des
composés ayant demeurés dans I’Hytrel ainsi que la concentration des composés
relargués en phase aqueuse ont été évaluées par CG-SM et résumées au sein du tableau
20. Le test a été effectué avec chaque modulateur de maniére individuelle et ensemble
afin d’évaluer si I’Hytrel posséde une capacité de relargage préférentielle pour certains
composés. Le tableau 20 montre que pour I’ensemble des composés (individuellement ou
ensemble) plus de 99 % de la concentration initialement contenue dans I’Hytrel est
demeurée dans cette phase suite a 1’équilibration du systéme biphasique. Une trés faible
proportion a donc été libérée en phase aqueuse. Les concentrations relarguées dans la
phase aqueuse variaient entre 0.003 + 0.003 ug/g et 3.160 + 0.137 pg/g. Ces valeurs sont
de 3.93 4 1810 fois inférieures 2 la solubilité maximale de chaque composé dans 1’eau. Le
relargage des modulateurs en phase aqueuse n’a donc pas été limité par leur solubilité
dans I’eau. Nous avons pu également constater que le chargement de I’ensemble des
composés dans I’'Hytrel a influencé sur la capacité de relargage de certains de ceux-ci. Ce
fut le cas pour I’estrone et le 4-n-nonylphénol, ou nous avons observé une baisse
respective de 14.56 et de 2.33 fois de la concentration relichée en phase aqueuse lorsque
ces derniers étaient combinés au cinq autres modulateurs. L’estrone a été le composé le
plus affecté par la présence des autres modulateurs en présentant une diminution
importante de sa concentration en phase aqueuse qui est passé de 3.160 + 0.137 pg/g

(individuellement) a 0.217 + 0.006 pg/g (ensemble). Le 4-n-nonylphénol a été 2.33 fois
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moins apte a étre relargué en phase aqueuse lorsque combiné avec les autres composés.
Méme si cette baisse est moins significative que pour I’estrone, cette derniére est
toutefois importante si I’on tient compte de la trés faible concentration en phase aqueuse

obtenue pour ce méme composé de maniere individuelle (0.007 + 0.002 pg/g).
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3.5 Détermination du coefficient de partition des différents
modulateurs endocriniens

Le coefficient de partition des différents modulateurs endocriniens entre 1’Hytrel
et ’eau a été caractérisé afin de confirmer d’avantage la compétence de 1’Hytrel comme

phase de relargage.

Les coefficients de partition des différents composés a 1’étude face a ’Hytrel ont
été évalués en exposant 1.059 g d’Hytrel & 60 mL de phase aqueuse comprenant trois
concentrations différentes de chaque modulateur. L’ensemble des systémes biphasiques
ont été incubés 4 jours, sous une agitation constante de 150 rpm et a 25°C afin de
permettre aux modulateurs de se partitionner a 1’équilibre entre les deux phases testées.
Les concentrations de chaque composé contenues dans les deux phases aprés
équilibration ont été déterminées par CG-SM. Les coefficients de partition ont été établis
comme étant la pente du graphique de la concentration du composé contenu dans 1’Hytrel
en fonction de la concentration résiduelle du méme composé dans la phase aqueuse. Le
volume d’Hytrel a été calculé en divisant la masse de polymére employé (1.059 g) par sa
densité (1170 g/L, (Gao et al. 2009)). Tel que présenté & la figure 10, un haut niveau de
linéarité a été obtenu pour les six modulateurs a I’étude et ce face aux trois concentrations
testées. Ces résultats démontrent donc qu’en augmentant la concentration de chaque
composeé dans la phase aqueuse, nous avons obtenu une relation linéaire correspondant a
une augmentation dans la capacité de chargement du polymére. Le tableau 21 montre les
valeurs de coefficient de partition obtenues pour les différents composés sous forme
logarithmique (Log Ky ) ainsi que les valeurs théoriques du logarithme du coefficient de
partition octanol-eau (Log K. ) de chacun de ceux-ci. Les valeurs de coefficient de

partition obtenues variaient de 2.30 4 5.11.
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Figure 10 : Graphiques des concentrations contenues dans 1’Hytrel en fonction des
concentrations résiduelles en phase aqueuse obtenus pour les six modulateurs a 1’étude.
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Figure 10 (suite): Graphiques des concentrations contenues dans 1’'Hytrel en fonction des
concentrations résiduelles en phase aqueuse obtenus pour les six modulateurs & 1’étude.

Tableau 21: Coefficients de partition des modulateurs endocriniens dans 1’Hytrel

Modulateurs endocriniens

(M.E.) Log Ky * Log Kow
El 338 3.13
E2 3.54 4.01
E3 3.88 2.45
EE2 2.30 3.67
NP 4.09 4.48
BPA 5.11 3.4

*Issu du logarithme de la pente de chaque droite représentée a la figure 10 ° Issu de
(Lintelmann et al. 2003).
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3.6 Enrichissements de consortiums microbiens dégradant les ML.E. et
isolement de souches bactériennes

Un des objectifs de ce projet était de développer une microflore adaptée au
modéle du systéme a deux phases immiscibles a 1’étude et capable de dégrader les
modulateurs endocriniens comme principale source de carbone. Pour ce faire, six
enrichissements ont été effectués dans un milieu minéral (ESM) supplémenté avec
différentes combinaisons des composés a D’étude. L’efficacité de dégradation des
différentes microflores sélectionnées a été évaluée. La diversité microbienne d’un

enrichissement en particulier (4-hytrel) a été également étudiée.

3.6.1 Caractérisation du consortium bactérien A-Hytrel

Vu I’important nombre d’enrichissements ainsi que le temps restreint du projet,
seule la diversité biologique de I’enrichissement A - Hytrel a été évaluée. Cet
enrichissement a été choisi en particulier, di  la turbidité importante que présentait la

phase aqueuse suite a 30 jours d’incubation et ce a chaque passage.

La méthode d’isolement sur gélose a été employée afin d’isoler les différentes
souches bactériennes comprises dans I’enrichissement A-Hytrel. Cet enrichissement
renfermait une biomasse issue de trois sources distinctes (voir section 2.5.2) ainsi qu’une
phase hydrophobe constituée d’Hytrel comprenant 100 mg/L d’estriol, d’estrone, de
17 - a - éthynylestradiol et de 17 -B - estradiol. Afin de représenter le plus justement la
diversité phénotypique du consortium, quatre différents milieux de culture ont été utilises
soit : un milieu riche TSA, un milieu minimal R2A et deux versions différentes du milieu
minéral ESM. Aux milieux minéraux a été ajouté 1 mg/L de chaque estrogéne a I’étude
afin de favoriser la croissance bactérienne. Suite A trois repiquages successifs des
colonies présentant des caractéristiques phénotypiques distinctes, I’ ADN des isolats a éte
extrait et le géne de I'ARN ribosomal (ARNTr) 168 a été amplifié par PCR. Au total, 20
isolats ont été examinés Le tableau 22 présente les résultats d’identification des différents
isolats ainsi que leur pourcentage d’appariement & I’espéce la plus proche selon le
programme BLASTn. Les 20 isolats analysés sont tous associés a quatre grands groupes

soit : les firmicutes, les actinobactéries, les B et y-protéobactéries. En présentant des
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pourcentages d’homologie entre 93 et 100 %, les isolats ont pu également étre associés
aux cinq genres suivants: Bacillus, Rhodococcus, Rhodanobacter, Pusillimonas et
Microbacterium. Les sept isolats surlignés dans le Tableau 22 ont été sélectionnés afin
d’évaluer leur potentiel de dégradation face aux estrogénes a 1’étude. Le critére principal
pour le choix des isolats du test de dégradation a été la diversité des genres. Toutefois,
deux isolats (TSA-1, ESMV-1A) appartenant au genre Bacillus et deux isolats
appartenant au genre Rhodococcus (ESM-1 et ESMV-3) ont été sélectionnés. Le choix
des isolats TSA-1 et ESMV-1A reposait principalement dans le fait qu’il s’agissait peut-
étre de deux souches différentes puisque ’analyse BLASTn avait associé ces deux isolats
respectifs aux souches G10 et tulQ de ’espéce Bacillus nealsonii. Les isolats ESM-1 et
ESMV-3 semblaient tous deux étre associés a 1’espéce Rhodococcus erythropolis.
Toutefois, ils ne présentent pas le méme pourcentage d’homologie. Ce qui nous laisse
croire, qu’il existe peut étre certaines divergences entre les deux isolats. Nous avons
estimé que les différences de souches ainsi que les divergences d’homologie entre isolats
pourraient peut-étre générer des différences au niveau de I’efficacité de dégradation des

isolats.
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Tableau 22 : Résultats d’identification des isolats issus de I’enrichissement 4-Hytrel.
L’identification a été réalisée par I’intermédiaire de 1’analyse des séquences des genes
ARNr 16s avec la banque de données BLASTn.

Isolats Identification (BLASTn) Groupes Identité (%)
TSA-1 Bacillus nealsonii Firmicutes 99
TSA-2 Rhodococcus erythropolis  Actinobactérie 99
TSA-3 Rhodococcus erythropolis  Actinobactérie 99
TSA-4 Rhodanobacter terrae y-protéobactérie 99
TSA-6 Rhodanobacter terrae y-protéobactérie 100
TSA-7 Pusillimonas B-protéobactérie 96
noertemannii
R2A-1 Bacillus thuringiensis Firmicutes 99
R2A-2 Rhodococcus erythropolis  Actinobactérie 99
R2A-3 Rhodococcus erythropolis  Actinobactérie 99
R2A-4 Microbacterium schleiferi  Actinobactérie 98
R2A-5 Rhodanobacter v-protéobactérie 93
lindaniclasticus
R2A-6 Rhodanobacter terrae v-protéobactérie 99
R2A-7 Rhodococcus erythropolis  Actinobactérie 99
R2A-8 Rhodococcus erythropolis  Actinobactérie 99
ESM-1 Rhodococcus erythropolis  Actinobactérie 99
ESM-2 Rhodococcus erythropolis  Actinobactérie 99
ESMV-1A Bacillus nealsonii Firmicutes 99
ESMV-1B Rhodococcus erythropolis ~ Actinobactérie 99
ESMV-2 Rhodococcus erythropolis ~ Actinobactérie 99
ESMV-3 Rhodococcus erythropolis  Actinobactérie 97

% d'identité de la séquence des génes ARNr 168 avec les especes les plus apparentées
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3.6.2 Evaluation du potentiel de dégradation des modulateurs endocriniens

Le potentiel de dégradation des consortiums bactériens issus du onziéme
repiquage de chacun des six enrichissements en cours ainsi que des sept isolats
sélectionnés de I’enrichissement A4-Hytrel a été évalué en milieu liquide. Le milieu
sélectionné était un milieu riche TSB additionné d’une concentration initiale de 1 mg/L
de chaque modulateur associé aux enrichissements respectifs (voir section 2.7.1).
Toutefois, il est a noter que le potentiel de dégradation du 4-n-nonylphénol n’a pas été
évalué au cours de ce test. L’efficacité de dégradation des cinq modulateurs restants a été
évaluée suite a 4 jours d’incubation. La figure 11 présente les rendements de dégradation
des estrogénes en pmoles/L des différents enrichissements comprenant ce genre de
composés comme source de carbone c’est-a-dire les enrichissements appartenant aux
classes A et D. En comparant les valeurs obtenues pour I’estradiol suivant les 4 jours
d’incubation, nous avons observé que les enrichissements 4-Huile de silicone et A-Hytrel
présentaient des diminutions respectives de 33 + 4 % et de 37 £ 6 % de la concentration
initiale de 1’estradiol. L’enrichissement D-Huile de silicone a présenté une légére hausse
(10+9 %) de la concentration d’estradiol par rapport au temps zéro. Toutefois, cette
hausse était négligeable lorsqu’on tenait compte de I’écart-type, suggérant que cet
enrichissement n'a pas dégradé I’estradiol. L’enrichissement D-Hytrel a été le plus
performant des quatre puisqu’il a dégradé prés de 61 £ 5 % de la concentration initiale
d’estradiol. Les résultats obtenus pour la dégradation de I’estriol par les enrichissements
appartenant aux classes A et D ont montré que 1'estriol était difficilement dégradable par
les consortiums puisqu’un seul des enrichissements soit : I’enrichissement 4-Hytrel a
présenté une dégradation significative de 25 + 2%. L’estrone était le seul des modulateurs
pour certains enrichissements présentant des concentrations aprés 4 jours d’incubation
supérieures a celles du temps zéro (Fig. 11). Les enrichissements 4-Hytrel et D-Hytrel
ont présenté respectivement des hausses significatives de 25.02+7.45% et
16.29 £ 29.10 %. Ces hausses pourraient étre attribuables a la transformation de
Iestradiol, contenu initialement dans le milieu de culture, en estrone. Il s’agit de la
premiere étape issue de la voie métabolique de 1’estradiol employée par certains
microorganismes répertoriés dans la littérature (Lee et al. 2002) Cette quantité d’estrone

dérivant du métabolisme de I’estradiol s’additionnerait donc & la concentration initiale
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d’estrone présente dans le milieu de culture pour donner une valeur supérieure a celle du
temps zéro. Les enrichissements A-Huile de silicone et D-Huile de silicone ont présenté
des résultats difficilement interprétables vus I’importance de leur écart-type, mais
suggérent fortement que ces derniers n'ont présenté aucune dégradation importante
d’estrone. Des quatre composés a 1’étude, le 17-a-éthynylestradiol a été la molécule la
plus récalcitrante puisqu’aucun des enrichissements appartenant aux classes A et D
n’abritaient des microorganismes capables de dégrader ce composé. Ce dernier énonce
est facilement constatable par I’absence d’une diminution de la concentration en
17-a-éthynylestradiol suite aux 4 jours d’incubation et ce pour les quatre enrichissements

testés.

Les rendements de dégradation du bisphénol A obtenus par les enrichissements
associés aux classes B et D et représentés a la figure 12 ont démontré que tout comme
pour le 17-a-éthynylestradiol ce composé est difficilement dégradable par les différents
consortiums enrichis au cours du projet. Les enrichissements D-Huile de silicone, B-
Huile de silicone et B-Hytrel ont présenté des diminutions négligeables et respectives de
3+1 %, de 4+3 % et de 9.8+ 0.3 %. L’enrichissement D-Hytrel a présenté une

diminution modeste mais significative de 29 + 7 %.

Les résultats obtenus par la dégradation des composés associés a la famille des
estrogénes par les isolats issus de I’enrichissement A-Hytrel (Fig. 13) ont présenté
certaines différences par rapport 4 ceux obtenus par la dégradation de ces mémes
composés par les différents enrichissements (voir Fig. 11). Pour I’estradiol, nous avons
observé pour trois des isolats testés soit les isolats ESM-1, ESMV-3 et TSA-7 des
augmentations respectives de 20+2 %, de 21+7 % et de 95+ 4 %. Ces résultats
différent de ceux obtenus par les enrichissements ou ces derniers ont présenté une
absence ou une diminution de la concentration d’estradiol par rapport au temps zéro.
Toutefois, cette tendance a été également observée chez quatre des sept isolats choisis
soit les isolats ESMV-1A (59 = 8 %), R2A-4 (61 + 17 %), R2A-5 (35 £ 11 %) et TSA-1
(517 %). Les isolats ont également dégradé plus efficacement I’estriol que les

consortiums issus des enrichissements. Cinq des sept isolats ont montré une baisse
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significative de la concentration d’estriol suite aux 4 jours d’incubation (Fig. 13). Il
s’agissait des isolats suivant: ESM-1 (74+6 %), ESMV-1A (14+5 %), ESMV-3
(71 £ 12 %), R2A-4 (30 £ 6 %) et TSA-1 (26 £ 3 %). Les isolats ESM-1, ESMV-3 ainsi
que R2A-4 ont montré méme des pourcentages de diminution supérieurs a ceux obtenus
par le consortium de I’enrichissement A-Hytrel (25 + 2 %) d’ou étaient issus ces derniers.
Tout comme pour 1’estradiol, les résultats obtenus pour I’estrone différent pour certains
isolats de ceux obtenus pour les enrichissements. L’enrichissement A-Hyftrel qui au
cumulatif (voir Figure 11) a présenté une hausse de la concentration en estrone (25 + 8 %)
par rapport au temps zéro abritait également des microorganismes capables de dégrader
ce composé. Les isolats ESM-1, ESMV-3 et TSA - 7 ont montré des baisses importantes
et respectives de 54 + 4 %, de 60 + 6 % et de 71 + 7 %. Ces isolats étaient les mémes qui
ont montré une hausse de la concentration en estradiol par rapport au temps zéro. Il se
pourrait donc que ce genre de microorganismes au lieu de convertir 1’estradiol en estrone
a effectué 1’étape contraire c’est-a-dire convertir 1’estrone en estradiol. Toutefois, si nous
avons observé une baisse drastique du niveau d’estrone, ceci ne s'est pas répercuté en une
hausse de la concentration en estradiol. Pour ces isolats, I’ensemble de 1’estrone n’a pas
été complétement converti en estradiol; une certaine portion a peut-ére été transformée

en un autre métabolite.

Certains des isolats ont suivi néanmoins la tendance du consortium de
I’enrichissement A-Hytrel en présentant une hausse de la concentration en estrone suite
aux 4 jours d’incubation par rapport au temps zéro. Il s’agissait des isolats ESMV - 1A
(74 £ 10 %), R2A-4 (26 + 4 %), R2A-5 (53 + 5%) et TSA -1 (43 + 10 %). Ces hausses
ont été¢ de 1 & 2.94 fois plus élevées que celle obtenue par 1’enrichissement A4-Hytrel
(25 + 8 %) a lui seul. La dégradation du 17-a-éthynylestradiol a suivi la méme direction
que celle obtenue a la figure 11 c’est-a-dire qu’aucun des isolats n'a dégradé ce composé.
Pour les sept isolats testés, aucune baisse significative de la concentration en

17-a-éthynylestradiol par rapport au temps zéro n’a été observée.
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Figure 13: Evaluation des rendements de dégradation de 1’estradiol (E2), de I’estriol (E3) de ’estrone (E1) et du 17-a-éthynylestradiol

(EE2) générés par les sept souches sélectionnées de 1’enrichissement A-Hytrel suite a 4 jours d’incubation en milieu TSB 4 25°C sous
agitation de 150 rpm. Le temps zéro ainsi que le contrle correspondaient respectivement a la concentration initiale de chaque

estrogéne avant et aprés incubation du milieu en absence de bactéries.
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4 DISCUSSION

Dans le but de développer un procédé a deux phases liquides permettant
I’extraction, la concentration et la biodégradation de modulateurs endocriniens, trois
objectifs ont été étudiés. Il s’agit des objectifs suivants: la mise au point de méthodes
analytiques permettant le suivi des composés a 1’étude, ainsi que le choix du solvant le
plus approprié pour la phase hydrophobe du systéme biphasique et le développement
d’une microflore spécialement adaptée au systéme biphasique et capable de dégrader les

modulateurs endocriniens.

4.1 Analyse et quantification des modulateurs endocriniens

Au cours de ce projet une attention particuliére a été consacrée au développement
de méthodes permettant I’extraction des modulateurs endocriniens des phases
hydrophobes testées ainsi qu’a la mise au point d’'une méthode de chromatographie en
phase gazeuse. Cette derniére a permis de quantifier les modulateurs endocriniens au

cours des multiples expériences réalisées.

4.1.1 Méthode d’analyse au CG-SM

La chromatographie en phase gazeuse (CG) en combinaison avec la spectrométrie
de masse (SM) est une méthode communément utilisée dans I’analyse des modulateurs
endocriniens. La méthode employée au cours du projet a impliqué au préalable a
I’injection une étape de dérivation. Cette étape est requise pour augmenter la volatilité
des analytes et favoriser la séparation chromatographique (Ding et al. 2003). La méthode
de chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse et combinée a
la dérivation a permis la détection des six composés a 1’étude avec une excellente
résolution. Les ions moléculaires dérivés correspondant également aux pics de base
obtenus en spectrométrie de masse ont été sélectionnés comme ions quantitatifs sauf pour
le 17 - a - éthynylestradiol. Le pic de base est le pic le plus élevé dans un spectre de
masse pour lequel est assigné une valeur d’intensité relative de 100 (Nie et al. 2009). La

sélection du pic de base comme ion quantitatif permet d’augmenter la sensibilité et la
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sélectivité de la méthode de détection en réduisant I’interférence générée par le bruit de
fond (Nie et al. 2009). Méme si les pics de base ont été sélectionnés comme ions
quantitatifs, la sensibilité de la méthode a été plutdt moyenne avec 1’obtention de limites
de détection situées entre 0.0005 et 0.05 mg/L pour les différents composés I’étude. Ces
limites de détection sont dites moyenne en comparaison aux limites de détection
présentées dans la littérature. Ces derniéres présentent des valeurs de I’ordre du ng/L
(Quintana et al. 2004; Soliman et al. 2004). Toutefois, cette moyenne sensibilité n’a en
aucun cas affecté la validité des résultats obtenus puisque ’ensemble des expériences ont

été effectuées a I’échelle du mg/L.

4.1.2 Traitements des phases hydrophobes

L’impossibilité d’analyser directement I’huile de silicone ou I’Hytrel par
chromatographie a généré la mise au point de méthodes telles I’extraction en phase solide
(SPE) et la double extraction au méthanol afin d’extraire les composés d’intéréts des
phases hydrophobes & I’étude. La méthode d’extraction en phase solide est une méthode
souvent employée pour la quantification des modulateurs endocriniens contenus dans des
échantillons d’eau (Sacher et al. 2001; Chang et al. 2009). Cette méthode s’est avérée
également extrémement efficace dans I’extraction des modulateurs endocriniens de
I’huile de silicone en présentant des rendements d’extraction entre 96 et 107 % (Oasis
HLB) pour les différentes familles de composés a I’étude. La phase d’optimisation de
cette méthode d’extraction a montré que la composition de la phase stationnaire influence
grandement la récupération des composés. Selon le type de cartouche employée (Oasis
HLB, EnviChrom-P ou Sep-pak), le pourcentage de récupération pour un méme composé
peut varier de 12 % (Bisphénol A : Oasis HLB : 96 + 6 %, EnviChrom-P : 101.8 + 0.2 %
et Sep-pak : 90 = 4 %) a 96 % (Nonylphénol : Oasis HLB : 97 + 3%, EnviChrom-P : 0.18
+ 0.03 %, Sep-pak : 0.14 + 0.01 %). Cette méthode d’extraction s’est avérée également
reproductible en présentant des écarts-types inférieurs 4 10 %. La phase stationnaire
Oasis HLB a offert le meilleur rendement d’extraction des trois phases testées et ce, pour
les deux familles de composés a I’étude, soit les estrogeénes et les alkylphénols. Ce
dernier énoncé est justifiable par la composition de la phase stationnaire de ce type de

cartouche qui comporte en proportion égale des monomeres lipophiles de divinylbenzene
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et hydrophobes de N-vinylpyrrolidone qui permettent a la fois de retenir les modulateurs
possédant un caractére plus polaire tel que I’estriol (Log Ko : 2.45) et les composés non-
polaires comme le 4-n-nonylphénol (Log Ko : 4.48).

La double extraction au méthanol des composés absorbés dans I’Hytrel s’est
aveérée étre une méthode tout aussi efficace et méme plus simple que la méthode
d’extraction en phase solide. Cette méthode a entre autres permis d’évaluer la solubilité
maximale des composés dans ce polymére avec une reproductibilité entre triplicata située
entre 1 et 7 %. Ce dernier énoncé démontre que la méthode d’extraction en elle-méme
s’est avérée reproductible. L’extraction des modulateurs endocriniens de I’Hytrel a
également rendu possible 1’évaluation de la capacité de ce composé a relarguer en phase
aqueuse les modulateurs endocriniens ainsi qu’a déterminer le coefficient de partition de
chacun de ceux-ci dans I’Hytrel. Il s’agit de deux facteurs capitaux & I’évaluation de
I’Hytrel comme phase hydrophobe potentielle du systéme a deux phases immiscibles mis
au point. De nombreuses études relatent I'utilisation de I’Hytrel comme phase
hydrophobe en systéme biphasique (Prpich et al. 2006; Rehmann et al. 2007a; Rehmann
et al. 2007b; Morrish et al. 2008). Toutefois, aucune de ces études n'a quantifié
directement les composés contenus dans cette phase. Celles-ci ont plutét calculé la
concentration contenue dans le polymére par bilan de masse de la concentration
initialement connue versus la concentration quantifiée en phase aqueuse. Ce projet
constitue donc une des premiéres études quantifiant directement les composés a partir du

polymeére méme.

4.2 Sélection de la phase hydrophobe du systéeme

Le choix de la phase hydrophobe du systéme biphasique est un élément capital au
bon fonctionnement du bioprocédé. Rehmann et coll (2007) ont établi un guide pour la
sélection appropriée de la phase de relargage d’un systéme a deux phases immiscibles
(Tableau 23). Méme si ces critéres ont été établis pour le choix d’une phase hydrophobe
solide comme 1’Hytrel, ces derniers font également parti des critéres de sélection de
phase hydrophobe liquide telle que I’huile de silicone.

Les deux polymeres a I’étude c’est-a-dire I’huile de silicone et 1’Hytrel répondent

bien au point 2 a 5 ainsi qu’aux points 7 & 9. Toutefois, ils se distinguent au niveau des
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points 1 et 6 soit au niveau de leur coiit ainsi que leur affinité pour les modulateurs

endocriniens.

Tableau 23. Caractéristiques désirables d’un polymeére employé pour le relargage de
substances peu solubles dans 1’eau & des organismes dégradeurs dans un systéme solide-
liquide.

Caractéristiques

1. Commercialement disponible a faible cofits

2. Sécuritaire d’emploi

3. Non-toxique pour les microorganismes employés

4. Non disponible comme source de carbone et d’énergie ou non-biodégradable

5. Ne promeut pas la formation de biofilm sous les conditions opérationnelles choisies
6. Posséde une affinité désirable pour les molécules cibles

7. Thermostable a des fins de stérilisation

8. Stable en milieu aqueux aux pH et aux concentrations en électrolyte du milieu de
culture employé
9. Stable dans le milieu employé pour chargé le polymére des molécules cible

4.2.1 Coiits des phases hydrophobes

Au niveau des cofits, I’Hytrel a un avantage potentiel sur ’huile de silicone en
étant quarante-sept fois moins dispendieux que I'huile de silicone : 192 US § kg (Sigma-
Aldrich, 2010), Hytrel : 4.07-5.61 US $ kg"' (Rehmann et al. 2007). 1l s’agit d’un point
important a considérer dans ’optique de I’application de ce systéme a I’échelle

industrielle o1 de grands volumes ou quantités de phases hydrophobes sont requis.

4.2.2  Affinité des phases hydrophobes pour les modulateurs endocriniens

Le principal critére choisi au cours de cette étude afin d’évaluer Iaffinité des
phases hydrophobes pour les composés testés a été 1’évaluation de la solubilité de chaque
modulateurs endocriniens dans 1’huile de silicone et dans I’Hytrel. Les résultats obtenus
au cours de cette expérience démontrent entre autres que I’huile de silicone n'est pas la

phase hydrophobe de choix pour le bioprocédé que nous tentons de mettre au point. Le
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bisphénol A, I’estrone, I’estradiol et 1’estriol sont de 1.61 4 147 fois moins solubles dans
I’huile de silicone que dans I’eau. Seul le 17 - a - éthynylestradiol et le 4-n-nonylphénol
offre une meilleure solubilité de ces composés dans cette phase hydrophobe qu’en milieu
aqueux. Leur plus forte affinité pour la phase aqueuse est probléme important. Ceci
indique que suite a 1’ajout d’un certain volume d’huile de silicone a4 une eau usée
contenant les six composés & I’étude, seul le 17 -a - éthynylestradiol et le
4-n-nonylphénol se partitionneraient dans la phase hydrophobe. Les quatre autres
composés demeureront dans la phase aqueuse puisque leur affinité pour cette derniére est
plus importante. Ce dernier énoncé nous indique que trés peu des composés a 1’étude se
concentreront dans I’huile de silicone afin d’éventuellement servir de source de carbone

pour les microorganismes dégradeurs.

Au cours de cette expérience, 1’évaluation de la solubilit¢ maximale du
nonylphénol dans I’huile de silicone n’a pas été déterminée. Basé sur le fait que le 4-n-
nonylphénol se retrouve a des concentrations de ng/L dans les eaux usées soit 3.38 x 10°
fois inférieure a la solubilité trouvée pour ce composé dans 1’huile de silicone (3563.46 +
404.51 pg/g), il est fortement improbable qu’en se concentrant d’une eau usée 4 1’huile de
silicone, ce composé atteigne une telle concentration. Suite & ce dernier énoncé, des

concentrations supérieures a 3000 mg/L n’ont donc pas été testées.

L’Hytrel présente des résultats de solubilité beaucoup plus encourageants. Les six
composés a I’étude sont de 5.18 a 138 fois plus solubles dans ce polymére que dans 1’eau.
Cela signifie que ’Hytrel a une forte affinité pour les composés a 1’étude. Cette forte
affinité des différents composés pour I’'Hytrel peut étre associée a la composition de ce
polymére. L’Hytrel contient approximativement 50 % de poly(butyléne terephthalate)
(PBT) et 50 % de butyléne ether glycol terephthalate (Prpich et al. 2004). La présence de
groupement fonctionnel esters au sein de la composition de ce polymére génére des sites
potentiels de liaisons hydrogenes avec les groupements hydroxyles des six modulateurs a
I’étude. D’aprés ces résultats, I’Hytrel serait un réservoir idéal pour les modulateurs

endocriniens. L’addition de ce polymére & une eau usée renfermant les modulateurs
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endocriniens a 1’étude générerait rapidement un passage des composés cibles de la phase

aqueuse a la phase hydrophobe vu la forte affinité qu’ils ont pour cette derniére.

Toutefois, cette forte affinité qu’a 1’Hytrel pour les modulateurs endocriniens est
problématique. Les résultats de capacité de relargage obtenus pour ce polymere nous
démontrent que cette affinité est tellement importante qu’elle séquestre les composés a
I’intérieur de ’Hytrel. Seule une faible proportion soit, moins de 1 % des modulateurs se
retrouvent relargués en phase aqueuse. Ce dernier énoncé s’avére problématique puisque
ce qu'on désire d’une phase hydrophobe optimale c’est que cette derniére posséde une
affinité suffisante pour qu’elle puisse agir & titre de réservoir mais que cette affinité soit
assez fragile pour permettre a cette phase de relarguer en phase aqueuse les composés

cibles.

L’importante affinité des modulateurs endocriniens pour I’'Hytrel est également
constatable par les valeurs du logarithme du coefficient de partition obtenues (Log Kyw ).
Ces dermiéres se trouvent entre 2.30 et 5.11. Par définition, le coefficient de partition se
décrit comme étant le ratio de la concentration d’un soluté contenu dans la phase du
polymére divisé par la concentration de ce méme soluté contenu dans la phase aqueuse, le
tout & 1’équilibre (Morrish et al. 2008). Une valeur supérieure a un nous indique donc que
le soluté dans le cas présent les modulateurs endocriniens a plus d’affinité pour le
polymére que pour la phase aqueuse puisqu’ils s’y retrouvent en plus grande
concentration. Ce dernier élément limite donc I’accessibilit¢ des modulateurs
endocriniens emprisonnés dans la phase hydrophobe aux microorganismes compris en
phase aqueuse. Les valeurs de coefficients de partition obtenues, en étant toutes
supérieures a 1, nous indique que 1’ensemble des composés a 1’étude ont plus d’affinité
pour I’Hytrel que pour I’eau. Touteféis, en comparant les valeurs de coefficient de
partition dans I’Hytrel aux valeurs théoriques des coefficients de partition octanol-eau
(Tableau 21), nous avons constaté que ’affinité des composés pour 1’Hytrel ne dépend
pas seulement de leur hydrophobicité ici représentée par la valeur du Log Kow. Le

composé le plus hydrophobe n’était donc pas nécessairement le composé présentant la
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plus haute valeur de coefficient partition dans 1’Hytrel. D’autres facteurs semblent donc

étre impliqués dans I’affinité des composés pour ce polymére hydrophobe.

L’huile de silicone et I’Hytrel ne semblent donc pas les solvants les plus
appropriés a la mise au point du présent systéme a deux phases immiscibles. Une étude
plus approfondie, impliquant des solvants et des polyméres communément employés
dans d’autres systeémes biphasique (ex : EVA, nylon, Nucrel, polyuréthane, 1-dodécane)
devrait étre effectuée afin d’évaluer si ces derniers seraient plus adéquats pour les

modulateurs endocriniens étudiés.

4.3 Microflore sélectionnée en systéme biphasique

La sélection d’une microflore capable de dégrader des composés possédant des
caractéristiques physico-chimiques aussi différentes que ceux a I’étude est un point
important a la réussite de ce projet. Il a été répertorié dans la littérature que 1’addition
d’une phase hydrophobe aux enrichissements a le potentiel de réduire la période
d’acclimatation nécessaire a 1’isolement de microorganismes adaptés (Déziel et al. 1999).
Basé sur ce dernier énoncé, six enrichissements ont donc été réalisés en inoculant une
biomasse issue de trois sources distinctes dans un milieu minéral contenant une phase
hydrophobe soit I’huile de silicone ou I’Hytrel. Ces phases hydrophobes ont été utilisées
a titre de réservoir de modulateurs endocriniens en renfermant des concentrations variées
de ces composés. Les concentrations employées ont été basées sur la nature des phases
hydrophobes sélectionnées et de la solubilité maximale des modulateurs dans celle-ci.
Les modulateurs endocriniens contenus dans les phases hydrophobes testées ont été les
principales sources de carbone consommables par les microorganismes dans le but
d’induire une pression de sélection afin de favoriser les souches capables de métaboliser
ce genre de composés. Afin d’évaluer la capacité des enrichissements a dégrader les
modulateurs a 1’étude, des tests de dégradation en cultures liquides (TSB) additionnées de
1 mg/L de chaque modulateurs endocriniens ont été effectués. Les consortiums issus du
onziéme repiquage de chaque enrichissement ont été utilisés au cours de ce test. Basé sur

le fait que chaque repiquage a été effectué sur une base mensuelle, cela signifie que
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chaque consortium inoculé dérivait d’une période d’acclimatation de 330 jours. Cette
période d’acclimatation était largement suffisante pour obtenir des consortiums stables et
adaptés aux systémes biphasiques puisque de nombreux ouvrages relatent I’utilisation de
périodes d’acclimatation aussi courtes que 4 & 10 jours (Prpich et al. 2006; Rehmann et al.
2007) et ce, pour la sélection de consortiums capables de dégrader des composés

phénolés aussi stables et persistants que les modulateurs a I’étude.

4.3.1 Capacité de dégradation de la microflore

Les tests de dégradation briévement décrits & la section précédente n'ont démontré
aucune minéralisation compléte des cinq modulateurs testés par les enrichissements suite
a 4 jours d’incubation. Toutefois, les différentes microflores enrichies ont été capables
d’induire la dégradation de certains d’entre eux. La plupart des enrichissements associés
aux classes A et D et couplés aux deux différentes phases hydrophobes testées auraient
converti ’estradiol en estrone. De nombreuses études ont démontrées que la conversion
de I’estradiol en estrone est possible sous différentes conditions (aérobiques, anoxiques et
anaérobiques) et ce par différents microorganismes et cultures mixtes (Lee et al. 2002;
Czajka et al. 2006). Cependant, ’enrichissement A-Huile de silicone est le seul
enrichissement qui a présenté une dégradation de I’estradiol (diminution de 33 + 4 %)
sans toutefois obtenir une accumulation en estrone. Ceci nous améne a appuyer
I’hypothése de certains chercheurs (Fujii et al. 2002) qu’il peut exister d’autres voies
métaboliques de I’estradiol que la conversion en estrone. Le 17 - a - éthynylestradiol,
I’estriol et le bisphénol A ont toutefois été récalcitrant a la dégradation puisque trés peu
des six enrichissements développés ont dégradé ces composés. Ce dernier énoncé est
justifiable par la présence de faibles ou méme I’absence de baisses observables dans les
concentrations obtenues suite a 4 jours d’incubation par rapport au temps zéro. Les
faibles résultats de dégradation obtenus pour le 17 - a - éthynylestradiol ne sont pas
surprenants, puisque ce composé d’origine industrielle est reconnu pour étre beaucoup
plus récalcitrant (Cajthaml et al. 2009). Le groupement éthynyl situé a la 17° position du
composé synthétique génére un encombrement stérique empéchant I’accés au
groupement hydroxyle situé a cette méme position, ce qui rend ce composé plus difficile

a dégrader (Bolt 1979) Toutefois, 1’estriol et le bisphénol A ne sont pas considérés
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comme des composés récalcitrants au méme titre que le 17-0-éthynylestradiol. De ce fait,
de nombreux microorganismes associés aux genres Achromobacter et Pseudomonas ont
€té reconnus comme étant apte a dégrader ces composés (Weber et al. 2005; Zhang et al.
2007; Pauwels et al. 2008). Différents facteurs peuvent étre évoqués pour justifier la
faible dégradation de I’estriol et du bisphénol A. Entre autres, il peut s’agir de la
constitution de I’inoculum de départ ou des conditions dans lesquelles les tests de
dégradation ont eu lieu. La biomasse initialement inoculée au cours du premier
enrichissement était issue de trois sources distinctes soit: d’une boue activée
déphosphatant le lisier de porc, de 1’usine de traitement des eaux de Vaudreuil, ainsi
qu’un consortium dégradant les hydrocarbures aromatiques polycycliques. Les deux
demniéres sources évoquées dans 1’énoncé précédent abritaient une microflore qui n’a
jamais été exposée a I’estriol et au bisphénol A. Par contre, le lisier de porc est reconnu
pour contenir des estrogénes tels 1’estradiol et 1’estrone (Burnison et al. 2003). Puisque
les consortiums issus de ces sources n’ont jamais ét€ exposés a ce genre de composés, il
se peut qu’ils ne contiennent pas ou trés peu de microorganismes équipés d’enzymes
capables de dégrader des composés tels que 1’estriol et le bisphénol A. De plus, les
conditions employées au cours des tests de dégradation different de celles utilisées au
cours des enrichissements. La différence de milieu (riche (TSB) vs minéral (ESM)) et les
divergences de concentrations employées aux cours des deux processus pourraient avoir
mené & la dominance de certaines souches par rapport a d’autres aux cours des tests de

dégradation.

4.3.2 Diversité bactérienne issue de l’enrichissement A-Hytrel

La diversit¢ microbiologique de I’enrichissement A-Hytrel a été évaluée par
I’intermédiaire de la méthode d’isolement sur gélose en utilisant différents milieux, suivi
d’une identification par séquengage du géne de I'ARNr 16S des isolats obtenus. Les
isolats ont été associés a cinq genres différents classés sous quatre grands groupes. Onze
isolats sur vingt ont été associés au genre Rhodococcus. Certains microorganismes
affiliés & ce genre ont été reconnus comme étant capable de dégrader 100 mg/L
d’estradiol, d’estriol, d’estrone et de 17 - o - éthynylestradiol en 24 heures (Yoshimoto et

al. 2004). Ces onze isolats sont tous fortement affiliés & la méme espéce soit
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Rhodococcus erythropolis et probablement tous issus du méme organisme. Rhodococcus
erythropolis est reconnu comme possédant une quantité importante d’enzymes capables
d’effectuer un grand nombre de réactions de biodégradation (De Carvalho et al. 2005) et
méme de dégrader des composés tel que le cholestérol qui posséde une structure
moléculaire similaire a celle des estrogénes (Ferreira et al. 1984). Quatre autres isolats
(TSA-4, TSA-6, R2A-5 et R2A-6) ont été associés au genre Rhodanobacter. Ce genre
n’est pas mentionné dans la littérature comme étant capable de dégrader les estrogénes.
Toutefois, il est associé a la dégradation respective de pesticides persistants (Nalin et al.
1999) et d’hydrocarbures aromatiques polycycliques (Kanaly et al. 2002). Trois isolats
(TSA-1, R2A-1 et ESMV1-A) ont été reconnus comme appartenant au genre Bacillus.
Certains microorganismes associés a ce genre ont été isolés de boues activées provenant
d’une usine de traitement des eaux et sont reconnus comme étant capable de dégrader
complétement 1 mg/L d’estradiol en 4 jours ainsi que de permettre la dégradation de
I’estrone (Jiang et al. 2010). Un isolat séquencé (TSA-7) a été identifié comme
appartenant au genre Pusillimonas. La littérature rapporte ce genre comme étant apte a
dégrader I’estradiol en culture mixte avec d’autres microorganismes appartenant au genre
Brevundimonas et Alcaligene (Muller et al. 2010). Le genre Microbacterium est le
dernier genre caractérisé au cours de cette étude. Seul I’isolat R2A-4 a été associé a ce
dernier. La présence de ce genre a été rapportée au sein d’une boue activée d’une usine
de traitement des eaux usées. Les résultats présentés au sein de cette étude démontrent
que les microorganismes associés a ce genre sont capables de dégrader I’estradiol en

7 jours mais non I’estrone (Yu et al. 2007).

4.3.3 Efficacité des isolats versus les consortiums

Dans la littérature, on évoque le fait que lors de I’utilisation d’un consortium
bactérien pour la dégradation de contaminants, la capacité de dégradation globale ne
représente pas uniquement la somme des capacités des souches individuelles formant le
consortium (Vandermeer et al. 2007). La comparaison des rendements de dégradation des
isolats individuels issus de I’enrichissement A-Hyfrel versus ceux obtenus pour
I’enrichissement global (4-Hytrel) démontre bien le point évoqué dans I’énoncé

précédent. Les isolats présentant une diminution de la concentration en estradiol suite a la
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période d’incubation, soit les isolats ESMV1-A, R2A-4, R2AS5 et TSA-1 avaient des
rendements égaux (R2A-5:35+11%) ou de 1.6 fois supérieurs (TSA-1: 51+ 7 %,
ESMV-1A : 59 + 8 %, R2A-4 : 61 + 17%) a la valeur obtenue pour I’enrichissement A
(37 £ 6%). Certains isolats vont méme a I’encontre de la tendance globale de
I’enrichissement qui transformait 1’estradiol en estrone en présentant plutét une
transformation de I’E1 en E2. Ce comportement a été€ déja observé dans la littérature sous
des conditions de culture anaérobique au cours de laquelle un consortium bactérien issu
des sédiments d’un lac, réduisait 1’estrone obtenu initialement du métabolisme de
I’estradiol, en E2 (Czajka et al. 2006). Alors que I’enrichissement A-Hytrel ne présente
qu’une faible dégradation de I’estriol (25 + 2 %) certains des isolats tels qu’ESM-1 et
ESMV-3 présentent des pourcentages de dégradation 2.9 fois plus élevés. Cette tendance
s’inscrit dans la méme ligne que les résultats obtenus pour la dégradation de 1’estradiol
par les isolats versus 1’enrichissement. Ces hausses de dégradation obtenues par les
isolats individuels par rapport au consortium pourraient étre dues au fait que les isolats en
culture pure offrent une concentration plus élevée des enzymes aptes & dégrader les
estrogénes testés. L’enrichissement renferme des microorganismes variés dont certains
d’entre eux peuvent ne pas posséder les enzymes nécessaires au métabolisme de ce genre
de composés générant ainsi, un effet de dilution de la quantit¢ de microorganismes
dégradeurs. L’utilisation d’un milieu riche tel que le TSB a peut étre également jouer un
réle en stimulant la croissance préférentielle de certains microorganismes qui auraient pu
nuire a 1’établissement au sein de la culture, des souches capables de dégrader les
estrogénes. Finalement, les isolats ont suivi la méme tendance que le consortium global
de [Denrichissement en ne générant aucune dégradation significative du

17 - a - éthynylestradiol qui, tel que cité précédemment est reconnu pour sa persistance.
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S CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce projet a permis de faire la lumiére sur la possibilité d’utiliser un systéme a deux
phases immiscibles afin de permettre la biodégradation des modulateurs endocriniens
retrouvés dans les eaux usées. Deux modéles de systémes ont été étudiés c’est-a-dire : un
systéme liquide-liquide comprenant comme phase hydrophobe, 1’huile de silicone, ainsi
qu’un modéle solide-liquide constitué d’Hytrel. Les résultats de solubilité des composés a
I’étude au sein des deux phases citées précédemment démontrent que des polyméres
présentant une composition distincte présentent différentes affinités pour les substrats
cibles. Les analyses physico-chimiques ont également permis de révéler qu’aucune des
phases hydrophobe & 1’étude entre 1’huile de silicone et I’Hytrel ne semble optimale pour
le développement de ce bioprocédé. Toutefois, la mise au point de six enrichissements
sous le modéle du systéme biphasique a permis de sélectionner différentes biomasses
abritant des communautés de microorganismes capables de dégrader le 17-B-estradiol,
I’estriol, I’estrone ainsi que le bisphénol A. Une étude plus approfondie d’un de ces
enrichissements a également permis d’isoler sept souches distinctes dégradant les
estrogénes naturels. La mise au point de méthodes d’extraction a permis de quantifier a
méme les phases hydrophobes le taux de dégradation généré par les différents
consortiums en plus de permettre une évaluation plus exacte des coefficients de partition
des composés a 1’étude entres les deux phases des systémes. La quantification 8 méme les
phases hydrophobes grace aux méthodes mises au point au cours de ce projet est une

premiére dans le domaine des systémes a deux phases immiscibles.

La littérature fait état du fait que la performance d’un systeme & deux phases
immiscibles comprenant un seul type de phase organique pour traiter un mélange de
polluants dépend a priori des caractéristiques de chaque polluant (Quijano et al. 2009). Si
ces derniers présentent des différences significatives au niveau de leur propriétés telle que
leur polarité, plus d’une phase hydrophobe doivent étre sélectionnée. Ce projet démontre
bien le fait que les six composés a 1’étude possedent des différences trop importantes
entre eux pour utiliser une seule phase hydrophobe. Dans le cadre de futurs travaux, il

serait intéressant d’évaluer différentes combinaisons de phase hydrophobe afin d’évaluer
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si une telle approche pourrait augmenter le rendement de biodégradation des composés a

I’étude en plus d’augmenter leur relargage en phase aqueuse.

Ces travaux démontrent le potentiel d’employer les systémes a deux phases
immiscibles dans I’élimination des composés récalcitrants appartenant a la famille des
modulateurs endocriniens. Toutefois, les expériences effectuées au cours de cette étude
étaient basées sur 1’emploi d’une eau synthétique (eau milli-Q) couplée avec des
concentrations de modulateurs endocriniens (mg/L) se trouvant au dessus des
concentrations contenues dans 1’environnement et dans les eaux usées (ng/L a pg/L). Par
conséquent, il serait pertinent d’évaluer si ce type de systéme est capable d’éliminer les
composés estrogéniques a des concentrations de ng/L et ce, a partir d’eaux contenant
d’autres particules et des sources alternatives de carbone telles que les eaux usées. Il
serait également opportun de comparer la dynamique de dégradation du systéme fermé

produit dans ces travaux a celle obtenue par I’utilisation d’une eau usée.
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