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Introduction générale

Le terme de « phyto-estrogénes » regroupe plusieurs molécules issues du monde végétal,
de structures différentes mais présentant une similarité avec la structure de I'estradiol, et
capables de se lier aux récepteurs des estrogéenes (une définition est donnée dans le
chapitre « Répertoire »). La notion de substances naturelles ayant un effet de type
estrogénique est apparue dés 1940, avec l'identification de troubles de la reproduction et de
la lactation dans des troupeaux ovins australiens (dite « maladie du tréfle »). Aujourd’hui, de
nombreuses substances se réclament de cette appellation.

Les phyto-estrogénes sont apparus dans des compléments alimentaires sur le marché de la
Communauté européenne avant 1997; a ce titre, ils ne relévent pas du réglement 97/248/CE
relatif aux nouveaux aliments et nouveaux ingrédients. En France, ces compléments se
multiplient depuis la ré-évaluation du traitement hormonal substitutif de la ménopause. En
outre, certains des phyto-estrogénes sont présents dans des aliments traditionnellement
consommeés en occident (par exemple les fruits contiennent des lignanes) ou non (le soja qui
contient des isoflavones). Ces substances sont également présentes dans les préparations a
base de protéines de soja destinées aux nourrissons et aux enfants en bas age.

Les phyto-estrogénes sont associés a une image ambigué, liée tant a I'étude de leurs effets
délétéres (notamment par leur appartenance au grand groupe des « perturbateurs
endocriniens »), que de leurs effets bénéfiques (notamment par les observation
d’épidémiologie écologique en Asie sur les bouffées de chaleur et le cancer). Enfin, de
nombreuses recherches scientifiques sur les phyto-estrogénes sont orientées en référence a
leur similarité structurale avec l'estradiol, et a la similarité des effets qui pourraient exister
entre eux. Le parallélisme exact des effets de I'estradiol et des phyto-estrogénes doit
toutefois étre questionné.

Saisine & auto-saisine
Saisine

L’Afssa a été saisie sur le risque et le bénéfice des phyto-estrogénes (saisine n° 2002-SA-
0231) par la direction de la consommation, de la concurrence et de la répression des fraudes
(Dgccrf). Le texte de cette saisine est reproduit ci-dessous.

Direction générale de la concurrence

de la consommation et de la répression des fraudes
NOTE pour
Monsieur le Directeur Général de [I'’Agence
Frangaise de la Sécurité Sanitaires des Aliments
27-31 avenue du Général Leclerc
94701 MAISONS-ALFORT Cedex

Objet : Saisine de 'AFSSA relative a 'emploi d'isoflavones de soja dans les compléments alimentaires.

Certains Etats membres de I'Union européenne ont rapporté que les compléments alimentaires contenant des isoflavones de soja
disposaient d'un historique de consommation significative dans la Communauté européenne de sorte que ces produits ne peuvent pas étre
considérés comme relevant du réglement (CE) n°® 258/97 relatif aux nouveaux aliments et nouveaux ingrédients, et peuvent en conséquence
étre commercialisés librement dans I'Union européenne.

Les résultats d'enquétes menées par la DGCCREF sur les compléments alimentaires ont permis de mettre en évidence :

1/ Pexistence de nombreux compléments alimentaires contenant des isoflavones, principalement extraits de soja, mais également
d'autres sources, telles que les haricots, les féves, le tréfle rouge, ainsi que d’autres phyto-estrogénes extraits entre autre de la
sauge, du yam ou de la cimicifuga.

2/ La diversité de ces produits, tant d’'un point de vue :
- quantitatif : des extraits contenant 0,1 % et 40 % d'isoflavones totaux ont été signalés,
que qualitatif : de nombreuses formes d'isoflavones existent, les plus fréquemment majoritaires étant les formes
aglycones (daidzéine, génistéine, glycétéine), dont dérivent les formes glucosides (daidzine, génistine et
glycétine) auxquelles il convient d'ajouter les esters de glucosides (acétylglucoside, malonyglucoside) et
succinylglucoside).
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Sur ces deux aspects, 'examen des données recueillies laisse supposer que la différence de composition entre les divers types d'extraits
disponibles pourrait étre fonction de la variété de soja utilisée, des conditions culturales -notamment climatiques-, mais également de la
méthode d’extraction employée (extraction hydro-alcoolique, suivie d’'un passage sur résine, d'une recristallisation ou d’'une hydrolyse
enzymatique, extraction par ultrafiltration avec ou sans recristallisation, etc...).

Concernant les doses quotidiennes d'isoflavones recommandées sur I'étiquetage des produits disponibles, la moyenne est d’environ 30-
40 mgfjour, et dépasse rarement 80 mg/jour.

Les études récemment publiées concernant les effets secondaires de certains traitements hormonaux de la ménopause pourraient induire
un engouement accru des consommateurs pour les phyto-estrogénes. En effet, les compléments alimentaires contenant des isoflavones
sont généralement présentés comme permettant de réduire les troubles liés a la ménopause, principalement les bouffées de chaleur, ainsi
que les risques d’ostéoporose. Des effets bénéfiques sur I'hypercholestérolémie sont également revendiqués.

Dans ce contexte, il me parait souhaitable que dans un premier temps, 'AFSSA évalue le risque sanitaire que peut présenter pour le
consommateur la consommation répétée, et/ou a long terme, des compléments alimentaires contenant des isoflavones de soja, ces
derniers étant majoritairement présents sur le marché. Cette étude pourrait également donner lieu a l'identification de spécifications

précises pour ces produits.

Enfin, je souhaite également recueillir 'avis de TAFSSA sur la véracité des allégations mentionnées ci-dessus.

Auto-saisine

Par ailleurs, le Comité d’experts spécialisé « Nutrition humaine » de I'Afssa s’est auto-saisi
sur le risque pour la santé que pourrait présenter pour les nourrissons et les enfants, la
consommation de préparations infantiles a base de protéines de soja ou de jus de soja
(tonyu) du fait de leur composition en phyto-estrogénes.

Analyse de la mission et méthodologie de travail du Groupe « phyto-estrogénes »

Un groupe de travail a été mis en place pour répondre a 'ensemble de ces questions.

D’un point de vue réglementaire, les aliments et les compléments alimentaires contenant des
phyto-estrogénes relévent de la réglementation générale des denrées alimentaires.
Toutefois, les compléments contenant ces substances occupent une position frontiére entre
aliment et médicament (i) par la perception probable qu’en ont une partie des
consommateurs, (ii) par des effets a la limite du préventif et du thérapeutique, et (iii) par la
prescription qu’en font certains thérapeutes. En conséquence, I'Afssaps a été étroitement
associée a la réflexion.

L’analyse de la saisine et de I'auto-saisine par le groupe de travail a conduit a I'identification
des points suivants pour évaluer la sécurité et le bénéfice des phyto-estrogénes.

Tout d’abord, il est apparu nécessaire de définir la notion de phyto-estrogénes en se référant
aux travaux internationaux menés dans le domaine, puis d’identifier les molécules répondant
a ces critéres. Les critéres retenus, les molécules et leurs sources végétales répondant a
ces critéres, sont listés dans le chapitre « répertoire des phyto-estrogénes ». Les techniques
d’analyse sont exposées et évaluées dans le chapitre suivant.

L’analyse de la situation en termes de sécurité et de bénéfice pour la santé nécessite de se
référer aux apports en phyto-estrogénes observés dans la population. Dans le chapitre
« estimation des apports », une table de composition en phyto-estrogénes des aliments
consommeés en France a donc été initiée. Couplée a I'enquéte INCA 1, elle a ensuite permis
d’estimer les apports dans la population francaise. Ces données ont enfin été comparées
aux apports dans d’autres populations, notamment les populations asiatiques.

La biodisponibilité et la sécurité des phyto-estrogénes ont ensuite été analysées. La
biodisponibilité doit étre prise en considération tant du point de vue de la démonstration d’'un
effet bénéfique sur l'organisme, que de celui de leur innocuité. Quant au chapitre
« seécurité », son objectif a été 'analyse des études cherchant a mettre en évidence un effet
toxique sur 'organisme, afin de pouvoir proposer une limite d’apport maximale journaliére en
ces substances.
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Avant d’aborder les effets des phyto-estrogénes sur I'organisme, leurs mécanismes d’action
ont été revus. Leurs effets génomiques et non génomiques sont décrits.

Enfin, les différents effets de ces substances chez 'lHomme ont été analysés : effets sur le
nourrisson, effets sur la thyroide, sur 'immunité, effets hormonaux (dont les effets sur les
troubles liés a la ménopause), effets sur 'ostéoporose, sur le systéme nerveux central et les
fonctions cérébrales et cognitives, sur les cancers, et enfin sur les maladies
cardiovasculaires. Pour les chapitres consacrés aux effets des phyto-estrogénes, le plan
resitue toujours la problématique de I'état ou de la pathologie, avant de s’intéresser aux
effets eux-mémes.

Les différents chapitres font parfois référence les uns aux autres pour dresser avec un
minimum de répétitions une image de la situation. Des points clés et des recommandations
pour la recherche, pour la santé publique, et pour linformation du consommateur, sont
donnés a la fin de chaque chapitre.

Il faut noter que la présence majoritaire des isoflavones sur le marché des phyto-estrogénes
et le fait que la bibliographie scientifique sur I'ensemble des sujets traités concerne
essentiellement ces molécules, ont conduit a documenter les effets des isoflavones de fagon
plus compléte que les effets des autres phyto-estrogénes répertoriés.

Enfin, en 'absence d’études complétes conduite par un laboratoire, comme cela peut étre le
cas dans le domaine du médicament, et regroupant I'ensemble des données scientifiques
justifiant I'innocuité et I'intérét pour la santé des phyto-estrogénes, le groupe de travail a
procédé a une analyse de la littérature scientifique disponible complétée par I'audition
d’experts extérieurs au groupe de travail et de syndicats des industries de I'agro-alimentaires
et d’industriels du secteur (la liste des auditions est présentée ci-dessous). Cette absence
d’étude compléte a pour conséquence certaines limites dans les conclusions, certains points
non documentés notamment par la littérature scientifique restant obscurs.

Experts extérieurs au groupe de travail auditionnés

- Pr. lan ROWLAND, Northern Ireland Centre for food and health, University of Ulster,
Royaume-Uni

- Dr. Jacques AUGER, Hépital Cochin, Paris, France

- Dr. Bérangére ARNAL-SCHNEBELEN, Bordeaux, France

Liste des syndicats et industries de I’agro-alimentaires auditionnés

- Alliance 7 pour les Aliments de I'enfance et de la Diététique
- Sojaxa

- SYNADIET

- Archer Daniels Midland Company

- Arkopharma

- Nutrition et santé

- Tournay technologie

- Triballat Noyal






Méthodologie générale pour la sélection
des articles scientifiques

La caractéristique principale de la méthodologie de sélection des études suivie dans le
rapport a été la référence quasi-systématique aux articles originaux et non aux revues de
données. Certains articles communément cités par les revues scientifiques ou les industriels
du secteur n’ont pas été retenus et les raisons de leur rejet sur le plan méthodologique sont
expliquées le cas échéant.

Les critéres de sélection communs aux études épidémiologiques et cliniques analysées dans
le rapport sont décrits ci-dessous. Par ailleurs, une méthodologie d’analyse de la
bibliographie est décrite au cours des différents chapitres, lorsqu’il existe des aspects
spécifiques a chaque effet et notamment pour les modéles expérimentaux in vivo et in vitro.

ll- Les études épidémiologiques
lI-1 Les différents types d’études

Il existe différents types d’études épidémiologiques. Succinctement, on distingue I'épidémiologie
descriptive qui vise a connaitre I'état de santé ou de maladie d’une population, de I'épidémiologie
analytique qui recherche des causes de la maladie (Sasco et Riboli).

Les études analytiques incluent :

- les études transversales ou de corrélation écologiques.

Elles se caractérisent par la détermination simultanée a la fois de I'exposition
et de la maladie, il y a perte préjudiciable de la séquence temporelle.

- Les études cas témoin.

Elles utilisent comme point de départ le statut des personnes ayant développé
la maladie a étudier : ce sont les cas. lls vont étre comparés a des témoins,
qui sont des sujets nayant pas développé la maladie. Dans le domaine
spécifique de I'évaluation de l'association entre alimentation et cancer, ces
études ont apporté des informations solides au cours des années passées
méme si aujourd’hui la complexité des questions posées et la valeur parfois
réduite du risque attendu favorisent I'approche prospective.

- Les études prospectives de cohorte.

Les études prospectives de cohorte présentent 'avantage sur les études cas
témoins d’évaluer I'exposition avant I'apparition de la maladie, évitant le biais
de mémoire et respectant le délai nécessaire a I'apparition de la maladie. En
revanche, 'absence de randomisation introduit un biais dans ce type d’étude.

Les études d’intervention : ce sont des études quasi-expérimentales. A partir d’une
population d’étude, le tirage au sort permet de constituer deux groupes comparables dont
'un sera exposé et l'autre pas. Les sujets sont ensuite suivis de fagon prospective dans le
temps afin de savoir qui va ou ne va pas développer la pathologie qui est I'objet de I'étude.
Une difficulté apparait dans la conduite de ces études chez 'Homme, en particulier en ce qui
concerne lI'étude des cancers : c’est I'absence de marqueurs de risque conservant leurs
pertinence aux différents stades de la cancérogenése.

ll- 2 Critéres d’appréciation des résultats des études épidémiologiques

La revue des études épidémiologiques peut-étre un outil aussi performant que les méta-
analyses si elle est réalisée dans des conditions rigoureuses. C’est ce qui a été fait par
divers groupes de travail, dont les conclusions sont reconnues et validées (COMA,
1998, CNERNA, 1996, World Cancer Research Fund 1997, White Book 2000). Ces
conclusions conduisent a répondre a quatre des criteres de Hill (1965) et permettent
d’évaluer l'existence d’une relation de cause a effet, notamment entre un cancer et un
facteur de risque. Ces critéres sont les suivants :
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- constance de I'association (= résultats comparables dans une grande majorité
des études réalisées)

- force de 'association (= valeur de risque relatif)

- relation dose a effet (test de tendance)

- temporalité (existe-t-il un temps suffisant entre I'exposition et I'incidence du
cancer ?)

- plausibilité biologique (existence d’'une hypothése mécanistique satisfaisante)

- études expérimentales (dont les résultats sont en accord avec les observations
humaines).

Répondre aux critéres de Hill permet d’évaluer le niveau de certitude de la relation
entre un cancer et un facteur considéré. On dira que :

- la relation est convaincante si la majorité des critéres sont remplis avec
notamment une quasi-totalité d’études montrant des résultats comparables, et on
peut émettre une recommandation de santé publique.

- larelation est dite probable si quelques études sont négatives mais la plupart des
autres critéres sont remplis, on peut aussi émettre une recommandation de santé
publique.

- la relation est seulement possible si seulement quelques critéres sont remplis
(ex: 50 % des études dont la majorité avec dose-effet, + plausibilité
biologique...).

- pas de relation si la majorité des critéres sont absents.

- le niveau de preuves est dit insuffisant quand il existe trop peu d’études.

Les criteres de sélection des études d’épidémiologie analytiques, utilisés dans des groupes
de travail précédents (The White book 2000, Gerber 2001, Gerber 2002) ont été les
suivants :

- Effectif de I'’échantillon : le chiffre retenu dépend du type d’étude, cas-témoins ou
cohorte, de la mesure de I'exposition,(questionnaire ou biomarqueur,) et de la
fréquence du cancer considéré. Par exemple, pour le cancer du sein, avec une
mesure de I'exposition par questionnaire, 50 a 100 cas dans une étude de cohorte
seront jugés recevables (biomarqueurs et questionnaire, respectivement) alors que
500 cas et 500 témoins, seront requis pour une étude cas-témoin par questionnaire
et une centaine de cas et de témoins, par biomarqueurs. Pour des cancers moins
fréquents, des chiffres plus faibles sont acceptés dans les études cas-témoins.

- Qualité du questionnaire : il devrait comporter une évaluation compléete de I'apport
alimentaire de fagon a pouvoir rechercher 'indépendance des variables considérées.
D’une fagon générale, on considére qu’un questionnaire alimentaire de fréquence de
consommation doit comporter au moins une centaine de questions. Ce questionnaire
doit étre validé par des méthodes de référence. Il faut noter que ces critéres ont été
rarement atteints dans le cas des phyto-estrogénes.

- Analyse statistique : L’analyse du risque relatif (HR) dans les cohortes ou du risque
relatif estimé (OR) dans les études cas-témoins doit étre accompagnée des
intervalles de confiance a 95% (IC), et si possible d’'un test de tendance. Les
ajustements sur les facteurs de confusion établis (ex : risque classiques du cancer du
sein) ou sur I'apport calorique doivent étre réalisés. L’analyse porte sur les aliments
ou groupe d’aliments présentant des similarités de composition, ou spécifiquement
sur les microconstituants. Dans ce dernier cas la qualité de la base de données
concernant la composition des aliments est déterminante. Dans le cas des phyto-
estrogenes, les tables de composition incluant des données analytiques sont rares et
le plus souvent incomplétes.
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lll- Les études cliniques et les essais thérapeutiques

Les études cliniques ressemblent par leur méthodologie aux études d’interventions, mais
(i) portent sur des effectifs plus limités (inférieurs a 50 en général), (ii) explorent un plus
grand nombre de critéres de jugement.

Les essais thérapeutiques : ils sont suivis pour démontrer leffet d’'un traitement
thérapeutique et sont structurés selon les régles principales énumérées ci-dessous :

- définition claire des populations a traiter ;

- étude comparative — randomisée dans l'extréme majorité des cas en groupes
paralleles afin de prendre en compte les aléas de I'évolution spontanée des
symptoémes ;

- étude contre placebo afin de minimiser la subjectivité de I'évaluation des patientes et
des investigateurs ;

- définition a priori du nombre de sujets a inclure (en fonction des risques et de la
différence attendue) ;

- qualité de la randomisation de la réalisation du suivi ; respect des bonnes pratiques
cliniques ; trés faible nombre de perdus de vue afin de permettre l'interprétation des
résultats ;

- analyse statistique portant sur la différence concernant le critére principal
d’évaluation antérieurement défini, réalisée a la fin prévue de l'essai, pour tous les
patients inclus ; la différence est significative si p<0,05, lorsqu’une seule analyse est
faite (en cas d’analyses multiples le p devra étre ajusté) ;

- interprétation clinique de la différence observée (bénéfice thérapeutique) si la
différence est statistiquement significative.
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Répertoire des phyto-estrogénes

Anne-Marie Mariotte

L’objectif de ce chapitre est d’apporter une réponse a la premiére étape de la saisine, soit
lidentification des phyto-estrogénes de [lalimentation (y compris les compléments
alimentaires) et des plantes qui en sont source. La notion de phyto-estrogéne s’inscrit dans
une double définition structurale et fonctionnelle. Dans le contexte de la saisine, notre
approche est toutefois fonctionnelle avant d’étre structurale. Une telle recherche doit tenir
compte a la fois des molécules « phares » proposées actuellement au consommateur,
essentiellement dans les compléments alimentaires, mais aussi des plantes
traditionnellement réputées pour cet effet. Enfin, les molécules et les plantes qui émergent
dans la littérature scientifique et qui pourraient ainsi faire I'objet de commercialisations
prochaines ont également été recherchées. Dans les dix dernieres années, plus de 300
substances naturelles et 600 plantes ont été décrites comme se liant aux récepteurs des
estrogénes. Notre démarche a inclus une étape de recensement suivie d’'une étape de
sélection des molécules et des plantes, fondée sur la démonstration de leur activité
estrogénique. Ce recensement prend une dimension spécifique dans le domaine des
plantes, car la réputation (emploi traditionnel) de leur effet est un déterminant essentiel, qui
prend place avec les éléments démonstratifs (au sens expérimental) dans I'évaluation de ces
produits (Agence Frangaise de sécurité sanitaire 2003). La mémoire de cette réputation doit
donc étre conservée. Toutefois, les phyto-estogénes échappent souvent a cette notion
d’'usage historique car les plantes et molécules auxquelles la littérature associe aujourd’hui
un potentiel effet de type estrogéne, sont essentiellement issues d’analyses de screening in
vitro menées en réponse a l'intérét soudain et grandissant pour cette classe de composeés.

De fagon générale, la démarche d’évaluation suivie dans ce rapport est avant tout fondée sur
la démonstration expérimentale des effets. Pour cela, des criteres de sélection a la fois
cohérents avec les approches internationales en cours et la spécificité de I'évaluation
requise, ont été établis et utilisés. Le contexte de la saisine est celui de la santé publique et
conduit donc a une approche dirigée sur les effets observés chez 'Homme. Toutefois, les
critéres de sélection des phyto-estrogénes élaborés par les diverses instances scientifiques
sont nécessairement relatifs a la toxicité de ces produits et il ne serait donc pas éthique de
démontrer leur activité chez ’'Homme. Le principe essentiel de ces critéres réside donc dans
la démonstration d’un effet in vivo. Bien que non suffisante, la démonstration d’'un effet in
vitro est également considérée, lorsque les doses utilisées sont cohérentes avec les taux
circulants de ces substances. Enfin, la constitution de ce répertoire n’exclut pas que des
molécules et des plantes non retenues ici puissent avoir des propriétés estrogéniques mais
dans l'état actuel de la littérature, il n’existe pas de données expérimentales satisfaisant a
nos criteres. La démonstration de leurs propriétés estrogéniques reste donc a faire par les
industriels qui souhaiteraient les mettre sur le marché.

| - Notions structurales

De fagon générale les phyto-estrogénes décrits dans la littérature présentent une similitude
structurale plus ou moins grande avec l'estradiol. lls appartiennent aux classes des
isoflavonoides, des coumestanes, des flavonoides, des stilbénes, des lignanes ou entéro-
lignanes, et 'ensemble de ces substances fait partie du vaste ensemble des polyphénols.
Toutes ces substances posseédent un ou plusieurs cycles aromatiques, porteur d’au moins
un groupe hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction éther, ester, hétéroside. Enfin
elles ne contiennent jamais d’atomes d’azote. Bruneton (1999) estime que pour mieux cerner
les limites du groupe, il faut faire intervenir un critére biosynthétique’. La voie la plus
courante est celle du shikimate. Elle conduit aux acides cinnamiques, acides benzoiques,
lighanes, coumarines, etc. L'autre voie part de I'acétate et conduit a des composés tels que
chromones, isocoumarines, quinones, orcinol, etc. Enfin une voie mixte shikimate et acétate,

1 Critére biosynthétique : voies de synthése dans les produits biologiques
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permet I'élaboration des flavonoides, des isoflavonoldes, des stilbénes, etc... Nous
constatons que pour l'essentiel, les phyto-estrogénes proviennent d’'une origine mixte
acétate et shikimate.

Les lignanes suivent un schéma biosynthétique issu de la seule voie du shikimate. Ils sont
formés par la condensation d’'unités phényl propaniques (1). Les plus simples sont des
dibenzyl butanes avec une liaison 8-8' (2) tels que entérodiol et sécoisolaricirésinol qui
peuvent par cyclisation engendrer des butyro lactones (3) comme I'entérolactone et le
matairésinol.

Structure de base des lignanes

9
7 /8 O O
1
2 6 O
3 5
4
1 3

Les stilbénes peuvent étre libres ou glycosylés, ils sont aussi appelés stilbénoides pour
souligner leur parenté biologique avec les flavonoides. lls possédent deux cycles
benzéniques reliés par un pont éthéne (4) ou éthane (5).

Structure de base des stilbénes

‘/\/‘g
Ethene 4 Ethane 5

Les flavonoides possédent une structure de base de 2-phénylchromane, alors que les
isoflavonoides dérivent d’une structure de 3-phénylchromane.

A lintérieur de ces deux groupes, des classes différentes apparaissent selon le degré
d’'oxydation du noyau pyranique. On retrouvera des phyto-estrogénes dans les classes des
flavanones, des chalcones (figure 1), ainsi que dans celles des isoflavones, isoflavanes, et
des coumestanes (figure 2).
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Figure 1 : Les différentes classes de flavonoides (Bruneton 1999)
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Figure 2 : Les différentes classes d'isoflavonoides (Bruneton 1999)
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ll- Situation des phyto-estrogénes parmi les estrogénes apportés par
I’alimentation.

Diverses catégories de substances ayant un pouvoir estrogénique peuvent étre absorbées
via I'alimentation. Cos (2003) regroupe ainsi sous le vocable « estrogénes de I'alimentation »
les produits naturels (stéroides ovariens, phyto-estrogénes et myco-estrogénes) et les
contaminants de synthése (estrogénes médicaments et xénostrestrogene ; DDT, PCB).
Dans le contexte de la saisine, I'objet de la présente évaluation est restreinte aux produits
naturels qui ne sont pas des contaminants (naturels ou de synthése), ce qui exclut les
stéroides ovariens, les myco-estrogénes et les contaminants de synthése. Enfin il n'est pas
exclu que d'autres phytoconstituants puissent mimer Il'action de stéroides autres que les
estrogénes, comme la progestérone, les minéralocorticoides, et les glucocorticoides.
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lll - Critéres de sélection d’une molécule ou d’une plante pour ses propriétés
estrogéniques

Pour établir ce répertoire, nous avons adopté les critéres de sélection suivants.

Les phyto-estrogénes sont des substances présentes naturellement dans les plantes ou
issues du métabolisme dans I'organisme d'un précurseur végétal. Ces substances
présentent une activité estrogénique démontrée in vivo (utérotrophie, cornification vaginale),
selon les tests retenus par TOCDE (OCDE, 2002 ; annexe 1), et in vitro dans la condition
suivante : les doses auxquelles des effets comparables a ceux de I'estradiol sont observés
lors des tests in vitro doivent étre de l'ordre des taux circulants de phyto-estrogénes
observés lors des apports alimentaires traditionnels (voir chapitre « biodisponibilité »).
L’échelle suivante est ainsi appliquée :
1. les modéles in vitro utilisant des concentrations de I'ordre de 1000 fois plus fortes que
celles de l'estradiol sont acceptables.
2. en revanche, quand les molécules sont utilisées a des concentrations d’'un ordre de
grandeur 10 000 fois plus fortes, les modéles expérimentaux sont exclus car les
conditions ne sont alors plus physiologiques.

Selon les tissus ou les cellules considérées, les phyto-estrogénes peuvent aussi présenter
un effet anti-estrogénique et/ou une activité indépendante du récepteur des estrogenes,
induisant des effets génomiques et non génomiques (voir chapitre « Mécanisme »).

On considére dans ce rapport les composés répondant a cette définition présents dans les
aliments, ceux éventuellement issus des plantes de la pharmacopée européenne et d'autres
plantes dont la littérature scientifique permet de conclure que leurs propriétés répondent a
cette définition.

IV — Méthodologie

Les données bibliographiques retenues pour 'élaboration de ce chapitre proviennent de I'analyse
de banques de données : Index Médicus (Pub.Med http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi)
SciFinder Scholar 2004 (CAS American Chemical Society ). A partir des articles de revues, des
théses, une recherche orientée vers les plantes et les molécules a été faite. Il est important de
souligner qu'a ce stade, de trés nombreux travaux font état d'un effet in vitro agoniste des
récepteurs estrogéniques alors que les effets in vivo (utérotrophie, cornification vaginale ) sont peu
recherchés, ou /et négatifs.

V - Répertoire des molécules et des plantes possédant un effet estrogénique

Le répertoire constitué au sens de la définition et des criteres de sélection ci-dessus, est
présenté en 2 tableaux listant respectivement :
- les molécules possédant un effet estrogénique au sens de la définition et des critéeres
de sélection ci-dessus (tableau 1).
- les plantes :
0 dont un (des) extrait (s) particulier (s) possedent un effet estrogénique au
sens des critéres de sélection ci-dessus (tableau 2 a).
0 qui bénéficient d’'un usage traditionnel pour des propriétés estrogéniques ou
fréquemment citées dans la littérature pour cet effet mais qui n‘ont pas
démontré cet effet par les tests retenus selon nos critéres (tableau 2 b).
Les effets estrogéniques (agoniste, antagoniste, autre) rapportés pour ces molécules ou ces
plantes sont également indiqués dans ces tableaux. Enfin, un dernier tableau récapitule
I'origine végétale des molécules retenues.

V -1 Répertoire des molécules possédant une activité estrogénique

En application de la saisine et des criteres de sélection établis, certaines molécules
communément classées dans les phyto-estrogénes ou actuellement discutées pour cette
propriété ne sont pas retenues dans ce répertoire, c’est le cas de certains terpénes et de
quinones. Ainsi, parmi les terpénes, les stérols (béta sitostérol ), les alcools triterpéniques
(bétuline), les acides triterpéniques (acide glycyrrhétinique), les hétérosides triterpéniques
du type des ginsénosides, et parmi les quinones, les hydroxy-anthraquinones (émodine) ne
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sont pas répertoriés, car ils n'ont pas fait la preuve d’'une activité estrogenique in vivo. Nous
avons également éliminé de notre répertoire I'apigénine (flavone), la liquiritigénine
(flavanone), des chalcones (xanthohumol, licochalcone, isoliquiritigénine), et le glabrene
(isoflavéne) qui, a notre connaissance, n'ont pas non plus démontré leurs propriétés
estrogeéniques in vivo au sens ou nous I'avons défini.

Dans la classe des isoflavonoides :

Les isoflavones (daidzéine et génistéine) sont les composés les plus étudiés. Leurs
structures sont proches de celle de l'estradiol, un systéme plan qui inclut un noyau
aromatique substitué en para, par un hydroxyle situé a 12A d'un autre hydroxyle. Les
isoflavones peuvent exister sous forme d’aglycones, mais le plus souvent dans les plantes
elles se présentent a I'état de glycosides. Dans le tractus gastro-intestinal, la daidzéine est
métabolisée en dihydrodaidzéine puis en équol, métabolite hautement estrogénique. Le O-
déméthyl angolensine (ODMA) est un autre métabolite de la daidzéine. Quant a elle, la
génistéine est métabolisée en dihydrogénistéine, puis en 6'-hydroxy O-déméthyl
angolensine, pour donner le p-éthyl phénol et le tri hydroxy-benzéne.

La génistéine a une plus grande affinité pour les récepteurs estrogéniques b que la
daidzéine (ICso 0,018mM versus ICso 1,2mM), la biochanine A (ICsp 4,1nM) et la
formononétine (ICsy 60mMM). Pour mémoire, I'affinité du 17 b- estradiol mesuré par I'lCs, est
de 0,0024nM. La génistéine est la seule a présenter des effets non génomiques (inhibiteur
des protéine kinases et des topo-isomérases).

Dans la classe des isoflavanes (qui ne différent des isoflavones que par le degré d’oxydation
et de saturation du cycle central), il faut noter la glabridine, qui est un constituant de
différentes espéces de réglisse et qui répond aux critéres que nous avons retenu. L'effet
utéro-trophique sur le rat a la dose de 200 ng/animal est le méme que celui du 17 b-
estradiol administré a raison de 5ng/animal.

Dans la classe des flavanones :
C'est surtout la 8-prenyl-naringénine (présente dans le houblon et la biére) qui est étudiée. A
la dose de 30mg/Kg poids corporel chez le rat pendant 14 jours, I'augmentation de I'utérus
est la méme que celle obtenue avec 0.01mg/Kg d'estradiol.
Dans cette classe, il faut également citer la naringénine, qui est parfois citée dans la
littérature mais qui n'est pas retenue dans ce répertoire puisque son effet n'est pas
actuellement démontré selon nos critéres.

Dans la classe des coumestanes :

Cette classe de composés polyphénoliques bien que proche des coumarines, est rattachée
sur le plan biosynthétique aux isoflavonoides. Souvent dans les plantes, les coumestanes
sont des phyto-alexines qui apparaissent lors d'une attaque fongique ou bactérienne. lls sont
moins communs que les isoflavonoides. Le coumestrol et le 4-méthoxycoumestrol se lient
aux récepteurs des estrogénes et montrent une activité utérotrophique.

En outre, le coumestrol est le plus actif des phyto-estrogénes : si l'activité utérotrophique de
I'estradiol chez la souris est de 100, celle du coumestrol est de 0.16, et celle de la génistéine
0.005 (Ibarreta 2001).

Dans la classe des lignanes :

Les entérolignanes dérivent du métabolisme des lignanes sous l'effet de la flore intestinale de
l'organisme. Les entérolignanes peuvent exister sous forme d'oligomeéres et de diméres, en tant
gu’aglycones ou hétérosides. Les lignanes les plus connus sont le séco-isolarici-résinol et le
matairésinol. lls sont métabolisés par la flore intestinale en entérodiol et entérolactone qui eux
seuls répondent a la définition des phyto-estrogénes. Ainsi, les essais portant sur l'activité
estrogénique sont-ils faits aprés métabolisation des lignanes. On peut également noter que
d’autres précurseurs d'entéro-lactones ont été identifiés (voir tableau 3).
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Dans la classe des stilbénes :
La source la plus importante est le trans resvératrol que I'on retrouve dans la peau de raisin
et dans le vin. Certains auteurs, tel Gehm (1997), le présentent comme agoniste des
récepteurs estrogéniques, d'autres, comme Turner (1999), le considérent plutét comme un
antagoniste. Enfin, Bower (2000) rapporte a la fois un effet agoniste et antagoniste. /n vitro,
son effet est 7000 fois plus faible que celui de I'estradiol. Toutefois, cette molécule n’est pas
incluse dans notre répertoire car elle n'a pas d'effet utérotrophique (Turner 1999).

Le répertoire des molécules retenues pour leur effet estrogénique selon notre analyse est
présenté dans le tableau 1.

V — 2 Répertoire des plantes possédant une activité estrogénique

De trés nombreuses plantes sont citées pour un effet estrogénique. Dés 1954, Bradbury et
White détectent l'activité estrogénique de 53 plantes. En 1975 plus de 300 plantes sont
décrites par Farnsworth. En réalité, I'intérét pour les plantes dites estrogéniques n’a fait
gu'augmenter et ce sont aujourd’hui plus de 600 plantes qui sont répertoriées. De ce
nombre, seules quelques dizaines contiennent suffisamment de phyto-estrogénes
biodisponibles. C'est surtout dans l'alimentation qu'on les retrouve, dans les fruits, les
légumes, les graines, les épices (voir chapitre « Estimation des apports). On répertorie
également des plantes non alimentaires, traditionnellement ou nouvellement utilisées pour
une activité estrogénique.

Les plantes ayant fait la démonstration de leurs propriétés estrogéniques selon les critéres
établis ci-dessus sont le soja (graines), le tréfle (feuilles), la luzerne (feuilles), le houblon
(cébnes), le kudzu (Pueraria lobata) (feuilles et racine), la réglisse (racine), le lin (graine ) et le
fenouil (fruits). Ces plantes sont répertoriées dans le tableau 2a, ce sont celles que nous
retenons dans ce répertoire. Toutefois, il convient ici de souligner que [lattribution de
propriétés a une plante s’accompagne toujours de plusieurs restrictions, récemment
développées dans un rapport de I'Afssa (Agence Frangaise de sécurité sanitaire 2003).
Brievement, les propriétés d’une plante ne sont généralement attribuables qu’a certaines
espéces, certains organes, et certains extraits de la plante considérée. Dans ces conditions,
l'attribution d’une activité estrogénique aux plantes listées ci-dessus peut uniquement étre
considérée comme une premiére étape de screening pour la reconnaissance a un produit fini
contenant un extrait particulier de cette plante, d’'une propriété estrogénique.

D’autres plantes, souvent citées dans la littérature ou bénéficiant d'une utilisation
traditionnelle, appellent les commentaires suivants.

- La sauge officinale (Salvia officinalis L ), bien que retrouvée dans tous les répertoires
de plantes a phyto-estrogénes, n'a pas fait preuve de son activité.

- Des plantes asiatiques telles que la racine d'angélique chinoise (Angelica sinensis
Oliv.), les Polygonum multiflorum Thunb. et P. cuspidatum Sieb. Zucc., le ginseng.

- Panax ginseng CA . Meyer devront prouver leur intérét par des études in vivo.

- Le gattilier (Vitex agnus castus L. ), dont les fruits ont la réputation d'anaphrodisiaque
depuis le Moyen-Age, est traditionnellement utilisé pour le traitement du syndrome
prémenstruel ; il faut noter que son action serait plutét du type agoniste des
récepteurs de la progestérone et qu'il est souvent classé comme plante possédant
une activité de type progestagéne.

- Le Cimicifuga (Actaea racemosa L. ou Cimicifuga racemosa L.Nutt) : 'extrait hydro-
alcoolique de la racine est commercialisé dans différents pays pour le traitement des
troubles climatériques de la ménopause. Les principaux constituants sont des
glycosides triterpéniques de type cycloartane, (actéine, cimiracémoside...) ainsi que
des esters d'acides phénols (acide fukinolique, acide cimicifugique...). Les
isoflavones, biochanine et formononétine n'ont pas été retrouvées. Les auteurs ne
sont pas d'accord sur l'effet estrogénique ou anti-estrogénique du Cimicifuga. I
semblerait que cette plante soit un agoniste partiel des récepteurs de la sérotonine
(Burdette 2003 ). Les nombreux essais cliniques publiés présentent des résultats
discordants.
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- Enfin le yam ou igname (Dioscorea villosa). Cette plante n’est pas a classer dans les
phyto-estrogénes ni dans les plantes a effet de type progestérone. La racine de yam,
originaire du Mexique, contient de la diosgénine, une saponine stéroidique qui sert a
I'hnémisynthése des corticoides stéroidiens et des oestro-progestatifs. Si par voie
chimique la diosgénine peut se transformer en progestérone ou en DHEA
(dehydroépiandrostérone ) les scientifiques doutent que par voie orale ou locale, elle
puisse se transformer en ces deux composés. Par contre elle posséderait un effet
anti-oxydant (Araghiniknaam, 1996).

Ces plantes sont répertoriées dans le tableau 2b dans lattente de la démonstration
expérimentale de leurs propriétés estrogéniques. Elles ne sont pas retenues dans notre
répertoire.

V-2 Les molécules estrogéniques et leurs sources (tableau 3)

Les plantes qui contiennent des isoflavones font partie le plus souvent de la famille des
Fabacées et plus particulierement de la sous-famille des Papillonacées. On connait environ
70 aglycones et 40 glycosides. Ce sont surtout les graines et les fruits secs qui en
contiennent. Le soja et ses produits dérivés est le plus employé (voir la table de composition
des aliments en isoflavones dans le chapitre « Estimation des apports »). Toutefois, dans les
fleurs femelles du houblon, que I'on appelle des cbénes, sont présents un grand nombre de
polyphénols estrogéniques : isoflavones, chalcones, flavones prénylées. Ces composés sont
retrouvés dans la biere. Les isoflavones sont également identifiées dans les graines de la
grenade a coté de I'oestrone, qui est également présente dans les noyaux de datte. Enfin, la
racine de kudzu (Pueraria lobata), originaire du Sud-Est asiatique, est particulierement riche
en puérarine, un C-glucoside de daidzeine.

Les lignanes dont les métabolites (enterolignanes) sont les phyto-estrogénes peuvent se
trouver sous une forme libre ou glycosilée. lls sont présents dans de nombreux fruits,
légumes, dans le thé et le café. Ce sont les graines qui constituent la source privilégiée, en
particulier la graine de lin et les céréales complétes.

Les principales sources de coumestanes sont les parties aériennes de la luzerne et du tréfle.

Différentes espéces de réglisse contiennent des stilbénes, des chalcones, des flavanones
prénylées, des isoflavanes de type glabridine responsables de l'effet estrogénique des
extraits de racine. Les saponines triterpéniques comme la glycyrrhizine. Seraient quant a
elles responsables d'hypertension par interférence avec le métabolisme du cortisol. Dans les
espéces a stilbénes, on classe le raisin et les vins rouges. La rhubarbe, les espéces de
Polygonum (muiltiforum et cuspidatum) contiennent également dans leurs racines des
stilbénes mais aussi des anthraquinones que Matsuda (2001) considére comme un nouveau
type de phyto-estrogénes.

De la méme fagon, Chan (2002) propose que les hétérosides triterpéniques tétracycliques du
ginseng soient un nouveau type de phyto-estrogéne, ce qui a notre avis n’est pas prouvé in vivo.

Conclusion

Finalement le nombre de molécules et de plantes qui ont fait preuve d'un effet estrogénique
selon nos critéres est assez limité. Il existe sur le marché des plantes dites estrogéniques qui
ne le sont pas selon notre définition. Il est toutefois possible que I'effet annoncé passe par
d'autres mécanismes, qui doivent dans ce cas étre démontrés. En définitive, le répertoire ici
réalisé regroupe les substances végétales ayant démontré leur activité estrogénique in vivo
selon les tests de 'OCDE. Des plantes ayant fait la démonstration de cette activité selon ces
mémes tests (sous certaines conditions d’extraction) sont également répertoriées. Les
chapitres suivants étudient, lorsque les données sont disponibles, le lien entre ces
substances (et parfois certaines plantes, notamment le soja) et plusieurs états
physiologiques et pathologiques. Il appartient aux industriels qui souhaiteraient utiliser des
substances et des extraits de plantes pour lesquels les données ne sont pas disponibles ou
sont insuffisantes, de faire la démonstration de leur activité estrogénique et de leurs effets
sur 'organisme.
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Points clés et recommandations

Points clés

¢+ La notion de phyto-estrogénes qui est retenue dans ce répertoire est avant tout fonctionnelle. L'activité
estrogénique doit &tre démontrée in vivo (utérotrophie et cornification vaginale) et aussi in vitro pour des
concentrations acceptables (de I'ordre de 1000 fois celles de I'estradiol, et jamais supérieures & 10 000).

s Les phyto-estrogenes appartiennent & la classe des polyphénols. Les molécules retenues selon nos
crittres sont des isoflavones, isoflavanes, coumestanes, flavanones, chalcones, stilbénes et
entérolignanes (dont les précurseurs sont des lignanes).

% Le répertoire des plantes retient celles dont un ou des extraits particuliers possedent un effet
estrogénique au sens des critéres de sélection définis.

% Les plantes réputées estrogéniques, qui n'ont pas démontré cet effet sont également citées pour
mémoire.

+« Finalement, une vingtaine de molécules ont été retenues ainsi qu’une dizaine de plantes qui en sont une
source significative.

Recommandations

1 - Recommandations a visée de connaissance et de recherche.
¢+ La démonstration des propriétés estrogéniques in vitro doit étre confirmée par des tests in vivo pour les
molécules et les plantes non retenues dans ce rapport :
- les molécules polyphénoliques de type flavones, flavanones , chalcones...
- les molécules telles que stilbénes, anthraquinones, terpenes, phytostérols, ...
- les plantes et extraits traditionnellement réputés pour une activité estrogénique

+¢+ La recherche des mécanismes d’action doit étre poursuivie ainsi que l'identification des principes actifs.

2- Recommandations de Santé Publique
¢ Les extraits non traditionnels devront faire preuve d'une absence de toxicité.

3- Recommandations a visée d’information du consommateur.
¢ Il devra étre trés clairement indiqué le nom scientifique des plantes, les parties utilisées, et la teneur en
phyto-estrogénes, en en précisant le type et la forme (glycosylée, aglycone).

\/

¢+ Une standardisation des extraits permettra au consommateur de comparer les produits entre eux.

-21-



Légende des tableaux :

Dans les tableaux 1 et 2:

in vitro + signifie que la molécule ou l'extrait de plante a une affinité pour les récepteurs
estrogéniques, prouvée par des tests in vitro

in vivo + signifie que la molécule ou I'extrait de plante testé chez I'animal induit une
augmentation du poids de l'utérus et /ou une cornification du vagin

in vivo - signifie que la molécule ou I'extrait de plante testé chez I'animal n’a pas d’effet sur
l'utérus ou le vagin.

Présentation des figures :

Page 16, la représentation choisie est celle classiquement utilisée en chimie.

Page 30, la représentation des isoflavones met I'accent sur I'analogie de structure avec le
17b-estradiol.
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Tableau 1 : Molécules ayant démontré leur activité estrogénique selon nos critéres

Remarque : (i) la classe chimique a laquelle appartient la molécule répondant aux critéres de sélection est indiquée en gras ; (ii) certaines des
molécules peuvent aussi présenter un effet anti-estrogénique

Molécules Tests Effet Références
Isoflavones In vitro + Breinholt 1998, Cassidy 1999, Coldham, 2001,
Génistéi Dixon-Shanies 1999, Ibarreta 2001, Kinjo 2004, Le
enisteine Bail 1998, Liu 2001, Murkies 1998, Whitten
idzei i 1998,Coldham 2001
Daidzeine In vivo * Agoniste ou
Glycitéine Antagoniste
Biochanine A Selon les doses
Formononétine
Isoflavane In vitro + Tamir 2001, Tamir 2000, Tang 1980
Glabridine In vivo + Agoniste
Equol
Coumestanes In vitro + Cassidy 1999, Ibarreta 2001, Kurzer 1997
Coumestrol In vivo + Agoniste
4" OCH3 coumestrol
Flavanone In vitro + Agoniste Coldham 2001, Kitaoka 1998, Milligan 2000,
. . . Myamoto 1998
8-prényl naringénine In vivo +
Chalcone In vitro + Inhibiteur gonadrotrophines Lerner 1963
Phlorétine In vivo +
Entérolignanes Heinonen 2001, Liggins 2000, Meagher 1999,
. ) . . Mellanen 1996, Orcheson 1998, Wang 2002
entérodiol, entérofurane In vitro + Agoniste
entérolactone In vivo +
Remarque : les précurseurs de ces entérolignanes
sont: le seco-isolaricirésinol, le matairésinol, le
laricirésinol , et l'isolaricirésinol
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Tableau 2a : Plantes ayant démontré leur activité estrogénique selon nos critéres

Plantes Tests Effets Références
Fenouil In vivo + Agoniste Malini 1995, Albert-Puleo 1980
Foeniculum vulgare Mill
Houblon In vitro + Adoniste Coldham 2001, Dixon-Shanies 1999, Klein 2003,
Humulus lupulus L. g Lui 2001, Milligan 1999, Milligan 2000, Zava 1998
In vivo +
Kudzu In vitro + Agoniste Boué 2003 , Hee-Yun 2003, Xiaou 2002
Pueraria lobata L.
In vivo +
Lin In vitro + Agoniste Kurzer 1997, Lampe 2003 ; Orcheson 1998
Linum usitatissimum L. In vivo +
Luzerne ou Alfafa In vitro + Agoniste Kurzer 1997, Liu 2001, Zava 1998
Medicago sativa L.
In vivo +
Réglisse Hayashi, 2003 , Liu 2001 , Maggiolini 2002 , Nerya
Glycyrrhiza glabra L. In vitro ER + Agoniste 2003, Rafi 2000, Tamir 2001, Zava 1998
In vitro PR +
Inhibiteur tyrosinase
In vivo +
Soja In vitro + Agoniste Klein 2003 , Zava 1998, Baird 1995
Glycine max L. Merril
In vivo +
Tréfle In vitro + Adoniste Burdette 2002 , Dornstauder, 2003, Klein 2003 , Liu
Trifolium pratense L. g etal, 2001 ; Milligan 1999 , Zava 1998
In vivo +

-24 -




Tableau 2b : Plantes bénéficiant d’un usage historique pour des propriétés estrogéniques ou fréquemment citées dans la littérature pour cet
effet mais n’ayant pas démontré leur activité estrogénique selon nos critéres
Remarque : certaines des plantes peuvent présenter un effet anti-estrogénique

Angélique In vitro + ? Dixon-Shanies 1999 , Liu 2001, Milligan 1999, Zava

Angelica sinensis Oliv. 1998

Cimicifuga In vitro - Non Burdette 2003, Jarry 2003 ; Klein 2003, Liu 2001,
Wuttke, 2003 ; Zava 1998

Cimicifuga racemosa L.Nutt ou Estrogénique
Actea racemosa L. SERM ?
In vivo - Antioestrogénique ?

Antagoniste sérotonine

Gattilier In vitro - ? Jarry 200 b, Klein 2003, Liu 2001
Vitex agnus castus L. In vitro +
Ginseng Ginsenosides Chan 2002 , Lee 2003, Punnonen 1980
Panax ginseng CA Meyer
In vitro + ?
In vivo +-
In vitro + ? Cornwell 2004, Klein 2003

Polygonum multiflorum Thunb
Polygonum cuspidatum Sieb.Zucc.

Sauge officinale In vitro +/- Agoniste De Leo 1998, Perrey 2001, Perry 2001
Salvia officinalis L. Non prouvé

Sauge d'Espagne

Salvia lavandulaefolia Vahl. Antagoniste dopamine

-25-



Tableau 3 : Les molécules estrogéniques et leurs sources

Molécule

Plante source de la molécule

Références

Isoflavonoides
Génisteine - dadzéine - biochanine A
Formononétine - glycitéine

Soja et dérivés
Haricot - pois - pois chiche - lentilles - arachide - orge - seigle - noix
Tréfle rouge - kudzu - houblon

Bénnetau-Pelissero 2001, Boué
2003, Coldham 2001, Cornwell
2004, Cos 2003, Davis 1999,
Duncan 2003, Fletcher 2003,

Iberreta 2001 , Oerter-Klein 2003, Kurger 1997,
Mazur 1998, Moneam 1988, Ososki 2003, Price
1985 , Tham 1998, Xiaou 2002 , Toda 1998

Thé -iris .
7 O-glucosides et 7 O-glucosid s de aénistei Astragal Hee-Yun 2003, Committee on
-glucosides et 1 -glucosides acyles de genisteine - | Astragalus Toxicity of Chemicals in Food 2003
dadzeine - biochanine A formononétine — glycitéine
8C-glucoside dadzéine = puerarine
Isoflavanes - isoflavénes Tamir 2000 , Tamir 2001
Glabridine Réglisse
Glabréne
Flavanones Kitoaka 1998 , Miyamoto 1998 ,
Naringénine - 8-prénylnaringénine Houblon Milligan 1999, Nerya
6, (1-1) diméthylallyl naringénine 2002 ,Nomura 2002
Isoxanthohumol
Liquiritigénine Réglisse
Chalcones Maggiolini 2002 , Milligan 2000
Isoliquiritigénine Réglisse
Xanthohumol Houblon
Coumestanes Alfalfa (luzerne) Cos, 2003, Cornwell 2004,
Coumestrol Pousses de soja ( Vigna radiata ) Davis 1999, Kurzer 1997,
4-méthoxy coumestrol Tréfle Ososki 2003
Epinards
Lignanes Graines de lin - tournesol - seigle - sésame - céréales entiéres —courge . Comwell 2004, Cos 2003, Meagher 1996, Mellanen 1998, Orcheson 1998 ,
Matairésinol Fruits (cerises - pommes - poires) Duncan 2003, Heinonen 2001, Osoki 1997 , Slavin 1997, Tham 1998
Sécoisolaricirésinol Légumes (carotte - fenouil - oignon - ail - céleri) Ibarreta 2001, Lampe 2003,
Pinorésinol Thé - café Mazur 1998
Synrigarésinol Sapin - pin — bouleau
Arctigénine
Sésamine
Oestrone Noyau de datte Cos 2003, Ososki 2003,
Graine de grenade Miksicek 1993, Moneam 1988, Van Elswijk 2004
Stilbénes Cos 2003, Cornwell 2003,
Rhaponticine Rhubarbe Gehm 1997, Kageura , 2001,
Isorhapontine Polygonum sp. Turner 1999, Kiinge 2003,
Picéatanol Matsuda 2001
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Isoflavones et métabolites

OH
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Isoflavanes et isoflavéenes

Glabridine
(isoflavane)

Glabrene
(isoflavéne)

Flavanones

Liquiritigénine OH
N

)
Naringénine R=H OH
PP
8-prenyl naringénine HO ©
R= prényle
Isoxanthohumol
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Chalcones

4'-4 dihydroxy chalcone

Isoliquiritigénine

Phlorétine

Lichochalcone A

Xanthohumol

Coumestanes

Coumestrol

4' o-méthoxy
coumestrol
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Lignanes et entérolignanes

HsCO

Matairesinol

Entérolactone

Stilbénes

Trans-resvératrol

Isorhapontine

OH
l OCHj
H
HO CH,OH
H5CO ‘ A~cH,0H

Secoisolaricirésinol

OH

H
l CH,OH
HO CH,OH
H o2
Entérodiol
OH
—O
OH
o~y
0 OCHj3

GlucoseQ
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Techniques d’analyse des phyto-estrogénes

Jacques Tulliez, Catherine Bennetau-Pelissero

Sous le vocable "technique d’analyse" on entend habituellement aussi bien les techniques
permettant la séparation et la quantification des molécules, que celles susceptibles d’aboutir
a la confirmation de la structure de ces molécules ou a lidentification de nouveaux
composeés. Ces étapes sont précédées de la préparation des extraits a analyser. Tous les
phyto-estrogénes sont de poids moléculaire peu élevé, se caractérisent par une faible
solubilité dans 'eau, et par le fait qu’ils présentent tous des fonctions alcool. En outre, dans
les matrices végétales ou a lieu leur biosynthése, les phyto-estrogénes sont généralement
présents sous des formes différentes de celles sous lesquelles ils existent dans I'organisme
animal ou humain. Par ailleurs, certains des phyto-estrogénes (les lignanes) ne sont pas
présents initialement dans les matrices végétales mais sont formés par déméthylation de
précurseurs dans le tractus digestif des mammiféres qui les consomment. De ce fait, les
analyses dans les végétaux ou les aliments requierent des composés de référence différents
de ceux que I'on utilise pour les analyses dans les tissus ou les fluides biologiques (figure 1).
Seront envisagées successivement les techniques chromatographiques, puis I'utilisation de
I’électrophorése capillaire ; suivies d’'un apercu des techniques plus spécialement destinées
a caractériser des mélanges dans des matrices complexes et des techniques
immunologiques les plus récemment développées. Une conclusion fera le point sur les
intéréts et limites de toutes ces techniques.

I- Méthodologie

Tous les articles cités rapportent des travaux originaux, généralement novateurs et
comportant notamment tous les éléments indispensables au jugement de la qualité du travail
cité¢ (données techniques, courbes d’étalonnage, spectres etc...). Cette étude
bibliographique a été grandement facilitée par I'excellent travail de Wang (2002).

ll- Préliminaire aux techniques d’analyses : la préparation des extraits

Il ne faut pas perdre de vue qu'avant de mettre en ceuvre les techniques analytiques, il
convient d’obtenir I'extrait dont on veut connaitre la composition tant sur le plan qualitatif que
quantitatif. A partir d’aliments ou d’échantillons biologiques, I'extraction des phyto-estrogénes
est réalisée au moyen de mélanges de solvants (méthanol/eau, acétonitrile /eau) et cela soit
directement, soit aprés hydrolyse enzymatique (ou chlorhydrique) selon que l'on veut
analyser les formes glycosylées ou les aglycones. L’extrait brut est ensuite soumis a divers
procédés de purification faisant intervenir soit des partages liquide-liquide soit I'extraction en
phase solide. L'utilisation de standards internes (en général des phyto-estrogénes marqués
au deutérium ou au carbone 13, ou des composés de structure et propriétés voisines)
permet d’estimer les taux de récupération a I'issue de I'ensemble du processus extraction-
purification. Dans les articles de revue de Reinli et Block (1996) et de Hoikkala (2003) sont
rassemblées de nombreuses conditions de préparation d’extraits de phyto-estrogénes
réalisés a partir d’aliments et de matrices biologiques respectivement.

lli- Les techniques chromatographiques

llI-1 Chromatographie sur couche mince (TLC)

Ces techniques anciennes sont d'une trés faible sensibilité mais ont permis d’identifier les
isoflavones dans des sources végétales trés riches en isoflavones, comme certaines espéces
de tréfle. Les solvants de migration utilisés sur des couches de silice étaient en général des
mélanges, acétonitrile — eau ou dichlorométhane — méthanol. Ces techniques ont permis, chez
des animaux exposés a des doses considérables d’isoflavones, d’analyser ces composés
dans le plasma. Toutefois la sensibilité de cette technique ne dépasse pas le uM.
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llI-2 Chromatographie liquide haute performance (HPLC)

Développée essentiellement dans les années 1980, la chromatographie liquide haute
performance permet une séparation plus fine des constituants d’'un mélange. Elle s’opére sur
des colonnes de silice greffée (chromatographie en phase inverse) et de porosité faible
nécessitant le développement des étapes de purification des extraits pour éviter le
colmatage des colonnes. Les méthodes actuellement utilisées pour séparer les
phytoestrogénes mettent en ceuvre généralement des colonnes de type C18 et les phases
mobiles employées sont classiquement des mélanges d’acétonitrile et/ou de méthanol avec
de I'eau contenant un peu d’acide. Les analyses sont effectuées en utilisant des gradients,
ce qui permet d’affiner la séparation des différentes entités chimiques présentes dans les
extraits. La revue de Merken (2000) constitue une bonne compilation des différentes
procédures analytiques mises en ceuvre pour la séparation par HPLC des isoflavones et de
différentes familles de flavonoides.

Quel que soit le résultat de la séparation obtenue, il n’en reste pas moins que la sensibilité
de la technique réside essentiellement dans la méthode de détection mise en ceuvre en
sortie de colonne.

llI-2-1 Détection UV a une longueur d’onde fixe

Ce type de détection est le plus simple et le plus anciennement développé. |l présente
toutefois la sensibilité la plus faible : de I'ordre de 300 nM dans le meilleur des cas (cf.
Tableaux 1 et 2). Compte tenu que les phyto-estrogénes et bien souvent leurs métabolites
renferment au moins un noyau aromatique, I'absorption sera mesurée entre 250 et 270 nm.
La calibration des systemes a l'aide de composés de référence permet de doser assez
précisément les composés présents mais du fait du manque de spécificité da a I'utilisation
d’'une longueur d’onde unique a laquelle une ou plusieurs substances pouvant co-éluer au
méme temps de rétention sont susceptibles de donner un signal, ce mode de détection est
peu spécifique.

llI-2-2 Détection a barrette de diodes (DAD)

Cette technique, développée dans les années 1990, est également une détection UV mais grace
au détecteur a barrette de diodes, c'est le spectre d’'absorbance complet du composé qui est
enregistré. Ce spectre est spécifique d'un composé donné et permet donc une meilleure
identification des molécules. La comparaison du spectre du produit standard avec celui du produit
analysé permet de s’assurer de 'absence de substance interférant avec la mesure.

La sensibilité de cette technique est meilleure que celle obtenue en UV simple longueur
d’onde, mais est au mieux de l'ordre de 5 nM.

llI-2-3 Détection fluorimétrique

Ce mode de détection ne s’adresse qu’aux substances naturellement fluorescentes. Le choix
des longueurs d’onde d’excitation et d’émission se fait a partir de I'analyse des spectres
d’absorption et d’émission des substances que I'on cherche a doser, et il est possible de
programmer des changements desdites longueurs d’onde au cours du gradient d’élution de
facon a optimiser la sensibilité pour chacune des molécules d’intérét.

La sensibilité est meilleure qu’en détection UV, puisqu’elle est de 'ordre du dixieme du nM.

1ll-2-4 Détection électrochimique (CAD)

Cette technique est désignée en anglais sous les termes « Coulometric Aray Détection ».
Plus sensible que les précédentes, elle est tout a fait indiquée pour les phyto-estrogénes
puisqu’elle permet de détecter des molécules électro-chimiquement actives comme les
polyphénols. Il s’agit, au niveau du détecteur, de générer une différence de potentiel donnée
et d’observer l'intensité de courant induite par le passage d’'une molécule dans ce champ.
Pour augmenter la spécificité de I'analyse on peut grace au CAD travailler simultanément a
plusieurs voltages différents, obtenant ainsi un spectre d’intensité plus caractéristique d’'un
COMmposeé précis.
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Avec ce type d’analyse, il est possible d’atteindre une sensibilité de I'ordre du dixiéme de nM
(voir tableau 2), ce qui est particulierement intéressant pour la recherche des isoflavones et
des lignanes dans les fluides biologiques. La sélectivité est également trés bonne puisqu’il
est possible de repérer les produits susceptibles de co-éluer en jouant sur les voltages et
donc les profils d’'oxydo-réduction. Toutefois, la limite réside dans le fait qu’il est nécessaire
d'utiliser des solvants ultra purs et de procéder a des purifications extrémement poussées
lorsqu’on veut rechercher des traces d’analytes, ce qui est généralement le cas lorsque I'on
analyse le plasma d’individus ayant un régime alimentaire de type occidental.

llI-2-5 Spectrométrie de masse (couplage LC-MS)

La spectrométrie de masse utilisée comme moyen de détection en sortie de colonne de
chromatographie liquide a été développée a partir des années 1980.

Le principe général consiste a bombarder les molécules qui sortent de la colonne
chromatographique avec un faisceau de particules de plus ou moins grande énergie. De ce
bombardement résulte une fragmentation partielle voire totale des molécules, les fragments étant
alors triés en fonction de leur masse moléculaire au cours de la traversée d’'un champ magnétique.
Au cours des vingt derniéres années I'évolution de la spectrométrie de masse a été
spectaculaire, et on est passé du traditionnel impact électronique et de l'ionisation chimique
aux sources electro-spray, a lionisation chimique a pression atmosphérique, aux trappes
d’ions et aux spectrometres en tandem.

Sélectivité et sensibilité sont a mettre au crédit de cette technique qui permet d’analyser et
de caractériser au cours d’une seule analyse chromatographique toutes les formes des
isoflavones du soja (aglycones, glycosides et glycosides estérifiés).

Si cette technique permet d’atteindre des niveaux de détection allant jusqu’a 0,01 nM, il est
nécessaire la encore, comme pour toute technique d’analyse de traces, de procéder a une
purification extrémement poussée des extraits. Par ailleurs, le colt du matériel et la
nécessité de disposer de personnel hautement qualifié peuvent constituer un frein au
développement de son utilisation.

llI-3 Chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS)

Cette technique mise au point dans les années 1970 a connu de larges développements
depuis vingt ans, qui vont tous vers une augmentation de la sensibilité de détection. Les
éléments généraux formulés quant a la détection dans le paragraphe précédent restent
vrais. Il faut toutefois noter quelques spécificités liées a I'utilisation de la chromatographie en
phase gazeuse. Pour étre analysées, les molécules injectées dans le chromatographe
doivent pouvoir étre volatilisées. Il est donc impossible d’analyser non seulement les
phytoestrogénes sous forme de conjugués, qu’il s’agisse des formes glycosylées présentes
dans les végétaux ou des formes glucuronidées circulant chez 'Homme ou les animaux,
mais également d’analyser les formes aglycones du fait de leur nature hydrophobe. En
conséquence, il faudra mettre en ceuvre des procédés d’hydrolyse chimique et/ou
enzymatique pour libérer les aglycones, qui seront ensuite rendus volatilisables par les
techniques de dérivation.

Toutes ces manipulations préalables a |‘analyse proprement dite sont susceptibles
d’introduire des biais dans les quantifications ultérieures en occasionnant la perte de
matériel. Pour pallier ces problémes, on utilise en général des composés deutériés ou
marqués au carbone 13 qui ont les mémes propriétés physico-chimiques que la molécule
native que I'on souhaite quantifier mais, du fait de leur marquage, sont aisément repérables
sur un spectre de masse. Ces difficultés n’empéchent pas pour autant les analyses, et de
nombreuses publications font état de dosages d’isoflavones par cette méthode (Wang 2002
et publications citées), dont la sensibilité est d’autant plus grande qu'on s’adresse a des
échantillons simples, et peut descendre jusqu’au dixieme de nM (voir tableau 2).

-37 -



IV- L’ électrophorése capillaire

Cette technique est plus récente que celles impliquant la chromatographie. Le principe
consiste a utiliser les propriétés de mobilité electrophorétique de composés chargés au sein
d’'un champ électrique appliqué aux bornes d’un capillaire de faible diamétre (50 a 100 um de
diamétre interne). Elle offre 'avantage d’'une séparation rapide et hautement résolutive a partir
d’échantillons de faibles volumes (de I'ordre du nanolitre). Il existe deux types d’électrophorese
capillaire : I'électrophorése capillaire de zone (CZE) et la chromatographie électrocinétique
micellaire (MEKC). En CZE, toutes les molécules neutres sont éluées en méme temps alors
que les composés chargés sont sélectivement retenus en fonction de leur charge. Pour les
polyphénols qui sont des acides faibles, on travaille a pH basique, en général en tampon
borate, de maniére a créer des complexes moléculaires chargés au niveau des fonctions
hydroxyles. La nature des tampons utilisés influe sur la migration des phytoestrogénes dans
les capillaires. En MEKC, on travaille en tampon contenant du SDS qui, en homogénéisant la
charge des molécules, permet d’analyser tous les composés y compris les composés neutres.
Les composés d’'un mélange se répartissent entre les micelles de SDS et le tampon, ce qui
accroit la sélectivité de la séparation. A ces techniques séparatives, sont associés les mémes
types de détecteurs que ceux utilisés en sortie dHPLC

IV-1 Détection UV et UV a barrette de diodes

Le principe est le méme que celui décrit pour 'HPLC. Les limites de détection sont du méme
ordre de grandeur avec une sensibilité autour de 10 uM pour une détection a longueur
d’'onde fixe. L'utilisation d’'un détecteur a barrette de diodes permet d’améliorer la sensibilité
et bien slr de disposer des caractéristiques spectrales des composés. Les travaux de
Mellenthin et Galensa (1999) comparant la CZE et 'HPLC ont montré que la limite de
détection est plus élevée en CZE qu'en HPLC (400 a 2000 nM en CZE contre 40 a 120 nM
en HPLC). Cela tient au fait que les volumes injectés sont en général 1000 fois plus faibles
et que les trajets optiques sont trés différents (50pm contre 1 cm) .

IV-2 Détection en fluorescence

La détection en fluorescence peut étre couplée a I‘électrophorése capillaire bien que ces
techniques soient complexes et peu utilisées pour les phyto-oestrogénes. Beekman et al
(1999) ont analysé des échantillons de tréfle rouge en MEKC en caractérisant la
fluorescence des composés induite par un laser (275 nm). Grace a un détecteur de type
« Diode Array » ils ont pu enregistrer les spectres d’émission en fluorescence. Cette
technique trés particuliére n’est pas d’'une grande sensibilité puisque sa limite de détection
est de l'ordre de 100 a 400 nM. En revanche, elle permet d’obtenir en ligne les spectres
d’émission en fluorescence des composés pour identification future. Comme précédemment
mentionnée, cette technique ne peut s’appliquer a des composés non fluorescents.

IV-3 Détection électrochimique

La détection électrochimique a été adaptée a I'électrophorése capillaire mais les champs
électriques élevés appliqués aux bornes des capillaires peuvent perturber la détection.
L'utilisation de ces techniques est anecdotique, et les limites de détection ne sont pas trés
intéressantes puisqu’elles sont de 'ordre de la centaine de nM.

IV-4 Spectrométrie de Masse

Méme si la spectrométrie de masse est sans doute bien adaptée a la détection en sortie
d’électrophorése capillaire, elle a été trés peu utilisée pour les phytoestrogénes. La
sensibilité peut étre considérablement améliorée par le suivi d'ions sélectionnés. Dans ces
conditions la limite de détection atteint 1 uM (voir tableau 2).
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V- Les méthodes analytiques non quantitatives

V-1 Spectroscopie UV et IR

Si ces techniques, qui ne sont pas récentes sont peu sélectives lorsqu’elles ne sont pas
couplées aux méthodes chromatographiques, elles peuvent étre utiles pour obtenir une
estimation grossiére de l'importance de la fraction polyphénolique dans des matrices
complexes, a partir de 'analyse multi-variée des données. Les spectroscopies UV, proche
infra-rouge et moyen infra-rouge ont été utilisées pour analyser rapidement les polyphénols
de différents vins ainsi que des sauces de soja a des fins de classification.

V-2 Maldi-Tof-MS

Il s’agit de la désorption/ionisation laser assistée par matrice, couplée a la spectrométrie de
masse a temps de vol. Le produit a analyser est, préalablement a I'analyse, co-cristallisé
avec un acide organique sous forme d’'une pastille. Cette pastille est ensuite placée dans
'analyseur ou elle est irradiée par des impulsions laser, et I'apport d’énergie induit le
processus de désorption. Cette technique ne permet pas de mesurer des concentrations
mais plutbét d’analyser une composition en tenant compte de l'importance relative des
quantités des différents fragments retrouvés aprés bombardement. Cette technique a été
utilisée pour analyser le profil d’'isoflavones dans des échantillons de soja avant et aprés
transformation. Elle permet ainsi de déterminer les changements induits par les procédés de
transformation et notamment pour les isoflavones, les proportions des formes glycosylées et
des formes glycosylées estérifiées (acétyl- , malonyl-).

VI- Les méthodes de quantification immunologiques

Ces méthodes utilisent la faculté d’un anticorps spécifique de reconnaitre son antigéne. Elles
sont le plus souvent d’'une grande spécificité et d’'une grande sensibilité et ne requierent pas
forcément d’appareillages lourds quand on évite d’utiliser des radio-éléments. Simples a
mettre en ceuvre, elles ne nécessitent pas de connaissances poussées en chimie, et
permettent des analyses en routine d’'un grand nombre d’échantillons (jusqu’a plusieurs
centaines par jour pour les radio-immunodosages). Toutefois, elles présentent un
inconvénient majeur par rapport aux techniques chromatographiques du fait qu’avec un
anticorps bien spécifique on ne peut détecter qu’un seul composé et que I'obtention d’un tel
anticorps spécifique d’'une petite molécule est complexe, nécessite de faire appel a des
spécialistes en synthése organique et implique de vérifier 'absence de réactions croisées
avec des molécules de structure voisine. Enfin, l'utilisation de la spécificité de la réaction
anticorps - antigéne permet de s’affranchir d’'un grand nombre d’étapes de purification des
extraits qui étaient nécessaires pour la mise en ceuvre des méthodes précédentes. Il est
méme possible de travailler sur des mélanges complexes au sein desquels I'anticorps sera
capable de reconnaitre spécifiquement son antigéne.

VI-1 Les radio-lImmunodosages (RIA)

Le principe général est un dosage par compétition. On présente a 'anticorps deux types de
molécules : une molécule native et une molécule radio-marquée au tritium, a I''*® ou au "*C
geénéralement pour les polyphénols. Dans tous les tubes d’'une série, la quantité d’anticorps
est la méme ainsi que la quantité de molécule marquée. Seule la quantité de molécule native
change. Cette quantité est soit connue (dans les tubes recevant la gamme de concentration
de référence) soit inconnue dans les échantillons a doser. Il va alors s’opérer une
compeétition entre molécules natives et marquées pour I'anticorps. Plus la concentration en
molécule native est importante, plus cette derniére se lie a I'anticorps. Moins la concentration
en molécule native est importante, moins elle se lie a I'anticorps et plus ce dernier se lie a la
molécule marquée. On sépare ensuite les complexes anticorps-antigénes et molécules libres
par centrifugation et on compte la radioactivité dans le culot. La gamme de référence permet
d’associer une intensité radioactive a une concentration en molécule native. On obtient alors
une courbe standard qui est confrontée a lintensité de la radioactivité des échantillons
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inconnus. On détermine ainsi la quantité de molécule native dans ces échantillons. La limite
de détection de ce type de dosage est trés grande puisqu’elle permet de descendre a des
niveaux de l'ordre du nM. Toutefois la manipulation de la radioactivité est fastidieuse et
couteuse. Elle nécessite la mise en place de systéme de suivi des opérateurs, et de gestion
des déchets.

VI-2 Méthodes immuno-enzymatiques

Le principe de base de ces méthodes qui peuvent étre déclinées en différentes variantes
(ELISA, EIA, technique dite « sandwich ») repose comme précédemment sur le principe
d’'une compétition entre une molécule native et une molécule marquée ou immobilisée pour
un anticorps spécifique. Les variantes se caractérisent par diverses fagcons d'immobiliser les
molécules marquées avant quantification. Le marquage est cette fois de type enzymatique et
non plus radioactif. La molécule marquée est en fait couplée a une enzyme dont la présence
est ensuite révélée par I'addition d’'un substrat qui change de couleur en présence de cette
enzyme. Les dosages ne se font plus en tubes mais plus généralement sur des plaques de
microtitration. Pour une bonne quantification on ménera en paralléle sur une plaque une
gamme étalon et des échantillons. Les avantages de cette technique est qu’elle est simple,
rapide et peu colteuse. Ces techniques sont largement utilisées dans les laboratoires
d’analyse médicale ou agroalimentaire, et si leur sensibilité est moins bonne qu’en RIA elle
est tout de méme de l'ordre de la dizaine de nM.

VI-3 Méthodes en immunofluorescence

Plus récentes que les précédentes elles sont toujours basées sur le méme principe mais cette fois
elles utilisent un marquage par une molécule fluorescente particuliérement choisie pour l'intensité
de son émission aprés une excitation a une longueur d’'onde donnée. Cette émission, qui peut étre
détectée en utilisant des filtres spéciaux, permet la détection de trés faibles quantités de molécule
marquée ce qui permet d’obtenir une sensibilité plus grande qu’en immuno-enzymologie. Avec ces
méthodes on atteint les sensibilités des RIA, soit le nM. Toutefois ces techniques sont plus lourdes
et les appareillages a mettre en ceuvre plus onéreux.

Conclusion

Les différentes techniques inventoriées dans ce chapitre présentent toutes des points positifs
et des points négatifs (cf. tableaux 1 et 2). Si les plus utilisées aujourd’hui sont les
techniques chromatographiques, le choix du mode de détection s’avére déterminant et doit
étre réfléchi en fonction de ce qui est recherché et du type de matrice sur laquelle I'analyse
est effectuée. L'HPLC couplée a un détecteur UV (de préférence a barrette de diodes)
convient pour analyser les phyto-estrogénes présents dans les graines de soja ou le tréfle
rouge compte tenu des concentrations qui y sont généralement trouvées, et la technique
permet de quantifier les formes aglycones comme les formes glycosylées. En revanche, dés
lors qu’il s’agit d’effectuer des dosages a partir d’autres types de végétaux, d’aliments, ou
d’échantillons biologiques (plasma, tissus), seules la détection électrochimique ou la
spectrométrie de masse permettront d’atteindre des niveaux de sensibilité suffisants.

Si ces techniques permettent d’analyser simultanément une famille de composés, ou un
ensemble de molécules, pour peu que la méthode ait été préalablement optimisée et la
calibration réalisée, I'obtention de I'’échantillon "prét a analyser" nécessite toute une série de
manipulations longues et souvent délicates se traduisant par des pertes au cours du
processus. De plus, elles font appel a du matériel sophistiqué et onéreux.

Les méthodes immunologiques, méme si elles sont développées a chaque fois pour une
entité chimique particuliere, présentent des avantages certains du fait qu’elles sont trés
sensibles, peu onéreuses (du moins une fois I'anticorps obtenu) et sont susceptibles d’étre
automatisées permettant ainsi de faire de l'analyse a haut débit. Il s’agit Ia d’'un point
important pour pouvoir envisager d’aborder efficacement le suivi de I'exposition de 'homme
a certains phyto-estrogénes via son alimentation.
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Si on dispose aujourd’hui d’'un éventail important de techniques d’analyse des phyto-
estrogénes dans les aliments, les tissus et les fluides biologiques, il est clair que chaque
laboratoire met en ceuvre sa technique propre, tant pour les étapes d’extraction et de
purification que pour les méthodes de séparation et de quantification. L’absence de méthode
de référence, diment validée, qui serait mise en ceuvre par les laboratoires effectuant des
analyses de controle, se fait cruellement sentir. Les résultats d’'une analyse circulaire
effectuée en 2001 (Verbruggen, 2001) et compilée dans Bennetau (2003) et concernant les
isoflavones (cf. tableau 3), sont éloquents et indiquent bien le réel besoin d’'un minimum
d’harmonisation dans les procédures opératoires. Il conviendrait également de définir si
I'accent doit étre mis sur le développement de méthodes destinées a quantifier les formes
conjuguées et aglycones des phyto-estrogénes dans les aliments, ou I'optimisation des
conditions d’hydrolyse des conjugués permettant de limiter 'analyse finale aux aglycones
qui sont les formes biologiquement actives (cas des isoflavones) ou leurs précurseurs (cas
des entérolignanes).
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Points clés et recommandations

Points clés

% Si les principales techniques de chimie analytique sont susceptibles d'étre appliquées aux phyto-
estrogénes, le choix doit étre fonction du but recherché. La détection dans I'UV (avec ou sans barrette de
diodes) en sortie dHPLC convient parfaitement pour I'analyse des produits & base de soja. La sensibilité
de la détection électrochimique permet d’analyser aglycones, glucuronides et sulfates de phyto-estrogénes
dans les fluides biologiques. La spectrométrie de masse associée a la chromatographie liquide ou
gazeuse est particuliérement adaptée a la mise en évidence et a l'identification de nouvelles structures.
Enfin, le faible colt et la sensibilité des techniques immunologiques permettent d’envisager des analyses a
haut débit.

% Pour la quantification, la technique la plus utilisée a ce jour est 'THPLC-MS malgré un codt élevé et une
utilisation en routine délicate. La GC-MS a également fait ses preuves et les méthodes immunologiques se
développent progressivement.

s Les techniques chromatographiques permettent la quantification de plusieurs composés a la fois alors que
les techniques immunologiques sont spécifiques d’'un seul compose.

s La préparation des échantillons avant dosage est une étape clé. Elle peut influencer le résultat qualitatif et
quantitatif concernant la composition des mélanges en molécules glycosylées (formes acétylées,
malonylées, glucosylées). Les formes potentiellement actives sont les formes aglycones.

Recommandations

1 - Recommandations a visée de connaissance et de recherche
Il s’avére nécessaire :

- De standardiser les méthodes d’'analyses et les méthodes de préparations des échantillons. En outre, il
faudrait développer des méthodes d’analyses simples, rapides, fiables, sensibles et peu onéreuses pour
permettre leur utilisation systématique dans les études cliniques.

- De favoriser le développement des méthodes sensibles de dosage des entérolignanes dans les fluides
biologiques.

2 - Recommandations de santé publique

Dans les préparations alimentaires, le dosage des isoflavones doit étre exprimé en équivalents aglycones,
compte-tenu de linstabilité des formes glycosylées et du fait que ce sont les aglycones qui franchissent la
barriere intestinale. Ceci permettrait de mieux appréhender I'exposition de 'lHomme.

Pour I'évaluation scientifique des produits, il sera nécessaire de mentionner I'origine des données portées sur les
préparations (nom ou n° d’accréditation du laboratoire d’analyse, méthode employée).

3 - Recommandations a visée d'information du consommateur
L'étiquetage doit préciser la teneur en phyto-estrogénes, exprimée en équivalents aglycones pour les
isoflavones.
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Figure 1 : Différentes formes d’isoflavones présentes dans les aliments (1A) et dans

les fluides biologiques (1B)

1A malonyl | acétyl | b-glycoside

HO

Génistéine 7,4’ di glucuronide

Tableau 1. Comparaison des différentes techniques d’analyse des phyto-estrogénes

Techniques Sensibilité Spécificité Avantages Inconvénients
GC-MS 50 fmol Haute Haute résolution Préparation des échantillons
Idéale pour les échantillons inconnus complexes
HPLC
- UV et DAD 2 pmol Modérée & meilleure Bonne pour les aliments Sensibilité faible
avec DAD et les conjugués
- Fluorescence 200 fmol Bonne Sensible Limitée aux produits fluorescents
Pas pour les produits inconnus
- ED et Array 20 fmol Meilleure avec array Bon pour les fluides biologiques Résolution limitée
-MS 1-500 fmol Haute Sensible
CE
- UV (DAD 50 fmol Modérée & meilleure Haute séparation & résolution Echantillons de faibles volumes
avec DAD et trés concentrés
- Fluorescence 1-5 fmol Modérée Sensible Limitée aux produits fluorescents
Spécificité limitée
-ED 1-2 fmol Modérée Sensible Interface difficile et résolution
-MS 100 amol Haute Sensible faible
UV et IR spectroscopie  NA B Echantillons de grande taille Manque de spécificité
Assez bonne
MALDI-MS 100 fmol Haute Echantillons de grande taille Pas de quantification
Immunodosages 1-100 fmol Bonne Echantillons de grande taille Réactions croisées
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Tableau 2 : Techniques, limites de détection et articles de référence

Technique/composés Limites de détection Ref.
GC-MS pmol nM Ng/ml ppm
- Lignanes & isoflavones plasmatiques 0,1 Adlercreutz 1991
- Ligannes & isoflavones fécaux 1-4 Adlercreutz 1995
- 8-Prénylnaringénine 5 Tekel 1999
- Isoflavones coumestrol & lignanes alimentaires 0,02 Mazur 1996
HPLC-UV
- Isoflavones 74 370 100 2 Wang 1990
HPLC DAD
- Daidzéine 0,11-1,1 55-54,3 1,3-13,8 Franke 1994, Franke 1998
- Génistéine 0,18-0,5 8,8-26,6 24-99 Franke 1994, Franke 1998
- Formononétine 0,15 7,3 2,0 Franke 1994
- Biochanine A 0,26 13,0 3,7 Franke 1994
- Equol 3,3 164,2 39,7 Franke 1998
- O-Desméthylangolensine 1,0 50,2 13,0 Franke 1998
- Coumestrol 1,3 67,4 18,1 Franke 1998
HPLC Fluorescence
- Coumestrol 0,5
- Quercétine 10 0,5 0,15 Hollman 1996
- Kaempférol 4 0,2 0,05
HPLC-ED
e Setchell 1987, Gamache
- Génistéine 0,02-0,2 0,19-37 0,05-10 1998, Kitada 1986
Setchell 1987, Gamache
- Daidzéine 0,04 -0,32 0,39-15,8 0,10-4,0 1998, Kitada 1986, Franke
1996
- Coumestrol 0,06-0,12 056-49  0,15-13 Soaonell 1987, Gamache
Gamache 1998, Franke
- Equol 0,03-0,59 25-297 -7,2 1996, Nurmi 1999
- O-Desméthylangolensine 0,03-1,7 3,3-85,2 09-218 Nurmi 1999, Franke 1996
- Daidzine 0,04 0,07 16-73  09-218 fgg’ga"he 1998, Nurmi
- Génistine 0,09 9,3 4,0 Nurmi 1999
- Entérodiol 0,02-0,11 19-44 06-13 Gamache 1998
- Entérolactone 0,02 21-49 0,6-1,3 ?;Qrg“he 1998, Nurmi
HPLC-MS
o Satterfield (2001), Barnes
- Daidzéine 0,025 - -0,2 (1998)
R Satterfield (2001) Barnes
- Génistéine 0,0027 - -0,7 (1998)
- Isoflavones 0,3 15 39 Holder (1999)
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Tableau 2 (suite) : Techniques, limites de détection et articles de référence

Technique/composés Limites de détection Ref.
CE-UV(DAD)
- Génistéine 0,015-0,049 1480-4900 400-1330 Wang 1998
- Daidzéine 0,048-0,55 4800-5500 1220-1400 Wang 1998
- Biochanine A 0,048 4800 1370 Wang 1998
- Puerarine 0,040 3990 1660 Wang 1998
- Daidzine 0,043 4255 1770 Wang 1998
CE-FL
- Isoflavones 0,001 100-400 27-108 Beekman 1999
CE-ED
Daidzéine 0,001-0,0012 190-241 748-948 Chen 2001
Quercétine 0,0011 225 745 Chen 2001
Puérarine 0,0017 344 826 Chen 2001
CE-MS
- Isoflavones 0,0001 6 22,2 Aramendia 1995
Spectre IR et UV NA NA NA NA
MALDI
Isoflavones NA NA NA NA Wang 2000
Immunodosages
RIA (3H)
- Formononétine 0,7- 14- 0,38-4 -0,05 wgzg 133‘;
RIA (1331)
- Daidzéine 00016-0,008  0016-008  0,004-0,002 apak 197
apcik 1998
- Génistéine 0,0044-0,015 0044015  0,012-0,004 tzgg::: ngg
ELISA
Kohen 1999
- Genistéine 1,85- 185 Le Houérou 2000,
Bennetau 2003
- Daidzéine Le Houérou 2000
- Equol Bennetau 2000
- Biochanine A Le Houérou 2000,
Bennetau 2000
- Formononétine Le Houérou 2000,
Bennetau 2000
ImmunoFluoroassay
- Entérolactone 0,007 0,35 0,1 Adlercreutz 1998
- Daidzéine 0,007-0,02 0,35-2,0 0,089-0,5 Kohen 1998
- Génistéine 0,011 0,55 0,015 Uehara 2000
- Daidzine 0,006 0,6 0,25 Kohen 1998
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Tableau 3. Comparaison des résultats de dosages de 6 échantillons de soja par 22 laboratoires différents répartis dans le monde. Les méthodes sont a chaque fois différentes et
les analyses ont été faites en aveugle dans le cadre de I'«International Acatris ring test» (Verbruggen, 2001)

Numéro des Génistéine Daidzéine Génistéine Daidzéine Génistéine Daidzéine

Laboratoires Echantillons 1-2 Echantillons 3-4 Echantillons 5-6
1 5,59 6,59 6,59 7,26 14,87 8,45 31,34 31,46 178,13 181,20 128,83 129,17
2 3,66 4,05 13,67 6,70 30,60 26,03 158,48 148,29 116,16 108,49
3 0,54 0,80 6,94 7,09 14,20 7,51 40,28 42,06 166,54 166,22 146,69 163,78
4 0,21 0,15 4,61 4,61 8,55 104,72 23,50 98,25 134,18 4,65 125,51 23,16
5 2,14 3,04 3,55 3,34 16,48 16,48 17,61 18,31 160,90 165,64 95,59 97,96
6 0,29 0,17 1,96 1,84 447 2,33 9,46 8,59 31,47 31,02 39,90 39,96
7 1,08 1,29 6,75 7,53 11,64 8,80 27,14 30,77 164,05 164,24 115,57 116,20
8 0,88 1,24 6,38 7,13 14,34 8,72 29,07 32,09 31,49 29,63 65,10 61,44
9 2,14 2,87 6,76 7,20 15,04 12,85 31,53 44,20 224,67 211,49 171,82 164,14
10 1,53 2,25 7,62 8,85 14,20 10,92 33,64 43,46 98,16 68,88 103,28 100,05
11 2,05 3,08 4,88 6,31 20,84 15,61 27,40 29,02 59,26 60,75 59,43 63,33
13 0,79 0,68 5,60 6,15 10,44 5,87 27117 30,76 114,37 109,27 105,74 102,87
15 0,80 1,11 6,80 7,42 9,81 9,07 31,92 34,24 139,25 143,15 122,35 123,61
16 0,27 0,19 5,50 5,32 12,80 573 29,56 27,49 164,73 165,38 129,56 128,93
17 1,86 2,33 5,88 577 18,66 17,03 26,03 23,67 183,72 177,15 143,55 138,82
18 2,47 2,38 4,94 5,52 22,38 14,91 24,26 27,68 63,10 65,25 82,13 82,11
19 1,38 1,44 12,34 11,34 9,17 10,56 43,18 47,94 17,12 28,84 24,69 22,29
20 1,39 2,27 8,11 10,17 15,91 12,14 30,79 34,70 58,15 63,36 57,04 61,11
21 4,99 5,48 22,92 6,39 26,63 28,43 121,40 115,10 103,30 90,73
22 6,55 8,35 9,40 9,50 42,16 41,35 62,70 60,93
23 0,44 0,31 574 5,90 7,77 5,86 12,78 12,16 11,26 11,23 14,17 17,53
24 1,21 1,20 6,11 5,69 13,15 10,93 24,41 30,58 58,48 55,71 59,05 59,15

Nombre de 22 22 20 20 22 22 22 22 21 21 21 21

laboratoires

Moyenne 1,92 2,33 6,32 6,70 15,18 15,59 29,14 34,67 111,38 103,16 95,69 90,23

Dans une méme colonne se trouvent les résultats des analyses d’'un méme échantillon par les différents laboratoires
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Estimation des apports en phyto-estrogénes dans la
population francgaise

Isabelle Berta-Vanrullen, Marine Oseredczuk, Nawel Bemrah-Aouachria,
Marina Touillaud, Alexandra Tard, Mariette Gerber

L’estimation des apports alimentaires en phyto-estrogénes est essentielle pour I'évaluation, aussi
bien sur le plan de la sécurité que celui du bénéfice éventuel de ces substances. Dans l'idéal, en
terme de sécurité, la connaissance de I'exposition de la population a ces substances permet de
situer les apports par lalimentation actuelle par rapport aux doses auxquelles des effets
indésirables pourraient étre observés. De méme, en terme de bénéfice, cette estimation permet
de comparer les apports aux doses auxquelles des effets favorables peuvent étre observés. Dés
lors, il est également envisageable de positionner des gammes de concentrations qui ont un
sens au regard de la définition réglementaire des compléments alimentaires, c'est a dire les
« denrées alimentaires dont le but est de compléter le régime alimentaire normal et qui
constituent une source concentrée de nutriments ou d'autres substances ayant un effet
nutritionnel ou physiologique seuls ou combinés, commercialisés sous forme de doses, a savoir
les formes de présentation telles que les gélules, les pastilles, ... destinées a étre prises en
unités mesurées de faible (directive 2002/46/CE).

L’estimation de ces apports nécessite de disposer de deux types de données : données de
composition des aliments d’une part et données de consommation de ces aliments d’autre
part. Enfin, pour avoir un sens, cette estimation doit dans la mesure du possible étre réalisée
sur la population cible de I'analyse de risque, soit la population frangaise dans notre cas.
Malheureusement, la faible disponibilité actuelle de ces données constitue une limite
majeure a cette estimation. En terme de composition des aliments, il n'existait pas de table
pré-établie adaptée a la situation frangaise : un axe majeur de ce rapport aura donc été
d’initier la réalisation d’'une telle table. Sur le plan des consommations, une premiere
approche fondamentale a pu étre entreprise pour estimer les apports en se fondant sur
lenquéte de consommation alimentaire INCA 99 (CREDOC-AFSSA-DGAL, 2000),
représentative de la population francaise. Cette enquéte nous a permis d’accéder d’'une part
aux apports en isoflavones (daizdéine et génistéine) dans la population générale non
consommatrice de soja, et d’autre part aux apports chez les individus qui consomment
spécifiguement des produits a base de soja. Toutefois, des travaux sont encore nécessaires
pour préciser les apports en phyto-estrogénes dans ce sous-groupe de populations, dont les
comportements alimentaires particuliers favorisent la consommation de I'une des sources
majeures en phyto-estrogénes. Enfin, les consommateurs de compléments alimentaires
constituent un autre groupe particulier de population du fait de leur exposition plus élevée a
ces substances, mais la encore, peu de données permettent d’estimer leurs apports réels.

La réalisation d’'une table de composition en phyto-estrogénes adaptée aux aliments
consommeés en France est un projet de grande envergure initié ici. On s’attardera donc ci-
dessous et dans I'annexe 2a, sur la méthodologie suivie, les limites de la table dans son état
actuel et les questions que sa réalisation ont soulevées. Les apports individuels en phyto-
estrogénes (génistéine et daidzéine) dans la population francaise seront ensuite estimés a
partir de cette table de composition et de I'enquéte de consommation alimentaire INCA 99
(CREDOC-AFSSA-DGAL, 2000). Enfin, ces apports seront discutés au regard de points de
référence tels que la situation dans d’autres pays (asiatiques ou européens), I'évolution en
France des données de vente des produits a base de soja, et les teneurs des compléments
alimentaires en phyto-estrogénes.

| - Table de composition des aliments en phyto-estrogénes des aliments
consommeés en France (Oseredczuk 2004)

Parmi les molécules appartenant a la classe des isoflavones, on peut citer entre autres la
geénistéine, la daidzéine, la glycitéine, la biochanine A (précurseur de la génistéine) ou la
formononétine (précurseur de la daidzéine). Le chapitre « Répertoire des molécules » en

-49-



donne une liste plus compléte et montre leurs éventuelles relations. Toutefois, les données
disponibles dans la littérature permettent d’établir une table de composition uniquement pour
deux isoflavones, la génistéine et la daidzéine. Quelques données générales de la littérature
peuvent étre citées au sujet des lignanes, elles sont précisées plus loin dans ce chapitre.
Enfin, pour les autres phyto-estrogénes, des travaux supplémentaires sont nécessaires.

Avant la mise en place de ce groupe de travail, la table de composition des aliments gérée
par le Ciqual (Centre Informatique sur la Qualité des Aliments de I’Afssa) ne contenait pas de
données relatives aux phyto-estrogenes, il a donc été décidé de les emprunter a deux
sources bibliographiques majeures : la base de données créée lors de l'action concertée
européenne VENUS (Vegetal Estrogens in Nutrition and the Skeleton) décrite par Kiely
(2003) et une étude américaine de Horn-Ross (2000a) L’adéquation de ces données a la
situation francaise a été vérifiée. Elles ont éventuellement été adaptées, par exemple en
remplagant des données de composition manquantes par des données obtenues a partir de
calculs, ou en utilisant une base de recettes des aliments développée par 'OCA. Enfin, la
table de composition a été structurée en référence a la liste des 895 aliments de I'enquéte de
consommation INCA 99 (CREDOC-AFSSA-DGAL 2000).

Au stade actuel des données, le travail effectué n'a pas pour prétention de produire une
table de composition francaise de référence en isoflavones, il permettra de fournir les
premiers éléments pour I'évaluation et d’identifier quels efforts seront a produire en vue de
I'obtention d’une telle table.

I- 1 Méthodes

I-1-1 Sélection de la forme chimique des isoflavones a inclure dans la
table de composition

Un choix s’impose quant a la forme sous laquelle les isoflavones doivent étre exprimées
dans la table. En effet, dans les aliments, les isoflavones existent sous forme libre, aglycone
(daidzéine, génistéine, glycitéine) ou bien sous forme de 7-O-glucosides, 6-O-glucosides, 6-
O-acétylglucosides ou 6-O-malonylglucosides. En I'état actuel des connaissances (pour des
raisons analytiques principalement), il n'est pas possible de connaitre les teneurs des
aliments en chacun des glucosides existants. |l existe en outre davantage de données sur
les teneurs en équivalents aglycones dans les aliments. Les teneurs en génistéine et
daidzéine de la table ici réalisée seront données en équivalents aglycones (voir annexe 2a
pour d’avantage de précisions).

I-1-2 Sélection des données de composition de la littérature

La premiére source de données est la base construite dans le cadre de I'action concertée
européenne VENUS (Food and Agroindustrial Research project CT-98-4456) (Branca 2003).
Il s’agit d’'une revue de la littérature scientifique parue avant juin 2000 qui prend en compte
33 sources de données a partir de 1982. Parmi celles-ci, on retrouve celles qui ont servi a la
constitution des bases de données United States Department of Agriculture (USDA 2002)
sur les isoflavones et IFR NOTIS PLUS de I'Institute of Food Research (Royaume-Uni). La
base de données VENUS a été créée pour servir de point de départ a la constitution de
bases spécifiques pour quatre pays d’Europe : I'lrlande, I'ltalie, les Pays-Bas et le Royaume-
Uni. Elle comporte aussi un certain nombre de teneurs en coumestrol (un composé de la
famille des coumestanes) et en précurseurs des lignanes (secoisolaricirésinol et
matairésinol). La base VENUS indique le nom de I'aliment tel qu'il a été cité par I'auteur de la
publication originale et la méthode d’analyse utilisée. Des informations synthétiques sur la
préparation des échantillons, I'emploi de standards internes et I'application de controle
qualité sont données.

La deuxieme source de données utilisée pour construire la table frangaise est celle de P.
Horn-Ross (2000a). Elle donne les teneurs en génistéine et daidzéine (parmi d’autres phyto-
estrogénes) de 112 aliments ou groupes d’aliments déterminées par HPLC couplée a la
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spectrométrie de masse. L'intérét de cette base est de présenter des résultats analytiques
originaux et non une compilation de données antérieures. Toutefois, les aliments qui ont été
analysés ont été choisis d’aprés les consommations de 118 femmes californiennes
volontaires (21 afro-américaines, 39 blanches et 58 femmes d’origine mexicaine). Les choix
alimentaires de ces personnes sont déterminés entre autres par leurs appartenances
culturelles et par I'offre de produits en Californie, or celles-ci different vraisemblablement de
celles des Francais. En outre, un méme aliment industriel peut étre cuisiné selon des
recettes différentes d’'un pays a lautre. L’emprunt de données étrangéres (qu’elles
proviennent de l'article de Horn-Ross ou de la base VENUS) pour constituer une table de
composition francaise a donc été fait avec précaution.

Notons que Pillow (1999) ont effectué leur propre compilation de données bibliographiques.
Leur base de données donne des teneurs moyennes des aliments en isoflavones,
flavonoides, phytostérols, bore et lignanes, mais les valeurs analytiques originales utilisées
ne sont pas citées. Or certaines sources utilisées par les auteurs ont déja été répertoriées
dans la base de données VENUS. Les données déterminées par I'équipe de Pillow ont donc
été exclues du recueil de données pour éviter de sur-représenter les sources de données
communes aux deux bases.

I-1-3 Détermination de données de composition par assimilation, par
calcul

Assurément, il ne sera pas possible d’attribuer a chacun des 895 aliments consommés dans
'enquéte INCA une teneur en chacun des 2 constituants choisis pour figurer dans la base.
Pour éviter de faire des sous-estimations lors d’'un calcul d’apport, il est alors préférable, de
remplacer les valeurs manquantes par des valeurs logiques. Les équipes des quatre pays
qui ont utilisé la banque de données VENUS pour élaborer leur propre base nationale de
composition des aliments en isoflavones ont ainsi « emprunté », « converti » 2 ou calculé
d’aprés les recettes des données de compositioni. Les calculs faits dans le cadre de ce
travail s’appuieront sur des recettes moyennes déterminées par 'OCA a l'aide de listes
d’'ingrédients mentionnées sur les étiquetages et de recettes ménagéres. L'utilisation de
recettes est d’ailleurs fréquente dans le domaine des tables de composition (Greenfield
2003). Par contre, les quantités d’'ingrédients de ces recettes moyennes correspondent a des
quantités mises en ceuvre et non aux quantités présentes dans le produit fini. Idéalement,
lorsque l'aliment composé est cuit, il faudrait connaitre le rendement en masse aprés la
cuisson (principalement lié aux transferts d’eau) et le coefficient de rétention du constituant
pour le mode de cuisson considére.

I-1-4 Estimation de I'effet de la cuisson

Les rendements en masse a la cuisson sont relativement bien connus (Greenfield 2003)
Selon les cas, ils peuvent conduire a une concentration ou a une dilution plus ou moins forte
d’un constituant dans un aliment. La sensibilité du constituant a la cuisson devrait également
étre prise en compte dans les calculs : des tables de coefficients de rendement ont été
déterminées pour certaines vitamines et certains minéraux dans différentes matrices et pour
différents protocoles de cuisson (Bergstrom 1994 ; Bognar 2002), mais de telles informations
ne sont pas encore disponibles pour les phyto-estrogénes. Plusieurs études ont cependant
été réalisées sur l'effet des procédés de cuisson et de transformation sur les isoflavones.
(Coward 1998) ont mis en évidence une conversion des 6-O-malonylglucosides conjugués
en b-glucosides conjugués, mais pas de perte du contenu total en isoflavones pour une
cuisson au four ou une friture a 190°C de protéines végétales texturées, ou bien lors de la
cuisson au four de cookies a base de farine de soja. Anderson (1995) observent eux aussi

2 On peut emprunter une donnée de composition provenant d'un aliment proche. On peut aussi faire des calculs en ayant posé des hypothéses : par
exemple, on peut considérer que la teneur en phyto-estrogénes d'un aliment sec peut étre calculée & partir de la teneur en phyto-estrogéne pour 100g
du méme aliment & I'état frais.

-51-



que les dérivés malonyl sont peu présents dans les graines de soja réties et supposent que
la cuisson les dégradent. Dans le tofu, la réduction de teneur en isoflavones est selon eux
imputable au procédé aqueux de fabrication de ce produits. Toutefois, les auteurs concluent
que les procédés de transformation (hormis ceux qui comprennent une extraction alcoolique)
n’éliminent pas complétement les isoflavones. A l'opposé, plusieurs études tendent a
prouver que les isoflavones seraient sensibles a certains modes de cuisson : Singletary
(2000) ont étudié l'effet de I'extrusion sur les isoflavones et ont conclu que sur la farine de
mais et les protéines de soja extrudées entre 110 et 150°C, les pertes moyennes en
isoflavones totales s’établissaient entre 22 et 26%. Grin (2001) ont cuit a I'eau du tofu entre
80° et 100°C, pendant 10 a 40 minutes. lls ont observé une perte significative en isoflavones
totales, d’autant plus importante que la durée et la température de cuisson étaient grandes
(les pertes les plus importantes relevées étant de I'ordre de 30%). Simonne (2000) ont étudié
la rétention des isoflavones dans du soja immature du cultivar Hutcheson et ont trouvé des
rétentions moyennes des isoflavones totales de 46% lors de la cuisson a I'eau et 53% lors
de la congélation. Il semble donc que certains modes de cuisson conduisent a une perte
d’isoflavones, mais celle-ci est encore difficilement estimable lors des cuissons ménageres. ||
a été considéré dans notre travail que les phyto-estrogénes n’étaient pas dégradés a la
cuisson, les transferts d’eau conduisant a une dilution ou a une concentration de ces
composeés ont par contre été pris en compte dans la mesure du possible.

| - 2 Table de composition en génistéine et daidzéine
La table de composition est en annexe 2.

I-2-1 Lecture de la table de composition

Dans la table, les aliments sont classées par ordre alphabétique de leur catégorie puis de
leur désignation. Les teneurs en génistéine et daidzéine sont données en ug/100g d’aliment.
Le méme aliment peut étre cité plusieurs fois dans la table parce qu’il appartient a plusieurs
catégories distinctes (par exemple le café noir est cité dans les catégories « Café » et
« Boissons chaudes »). La mention «tr» pour «traces » a été employée lorsque les
documents utilisés pour constituer la table de composition employaient eux-méme ce terme
ou bien lorsque, faute de valeurs trouvées dans les deux études utilisées pour constituer la
table de composition, des articles scientifiques suggéraient la possibilit¢é de présence de
phyto-estrogénes dans ces aliments. Des valeurs nulles ont été attribuées a des aliments
appartenant a des catégories dans lesquelles I'absence de phyto-estrogénes est
consensuelle : les viandes et les poissons sans ingrédient ajouté susceptible de contenir des
phyto-estrogénes. Des valeurs manquantes apparaissent lorsque les deux études utilisées
ne donnaient pas d’information sur I'aliment en question, ou bien lorsque la similarité des
aliments cités dans I'une ou l'autre de ces études avec les aliments consommeés en France
était incertaine (c’est le cas du pain, par exemple). Enfin, rappelons que le choix des
aliments inclus dans cette table a été déterminé par les consommations alimentaires telles
gu’elles ont été observées dans I'enquéte INCA (895 aliments répertoriés). Ainsi, des
aliments qui pourraient présenter un intérét du fait de leur teneur remarquable en isoflavones
pourraient ne pas figurer dans cette table de composition s’ils n’ont pas été consommés par
les participants de I'enquéte INCA (CREDOC-AFSSA-DGAL, 2000).

I-2-2 Commentaire des teneurs en isoflavones par catégories
d’aliments

Les phyto-estrogénes sont évidemment avant tout présents dans les produits végétaux, leur
présence dans les produits animaux résultant soit de I'alimentation végétale de I'animal, soit
de l'ajout d’'un ingrédient a base de soja dans la recette. Si I'on s’intéresse aux produits
végétaux, il faut alors séparer le cas du soja et de ses produits dérivés, qui contiennent les
plus fortes concentrations en isoflavones, des autres végétaux. La teneur dans les végétaux
autres que le soja est en général relativement faible (de I'ordre de quelques microgrammes)
mais elle peut monter dans certains cas a quelques dizaines, voire quelques centaines de
microgrammes. L’analyse de la teneur des aliments en isoflavones est détaillée ci-dessous.
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I1-2-3 Soja et produits dérivés

On entend ici par « soja » le soja jaune ou Glycine max et non les germes de haricots
mungo Phaseolus aureus. Ces aliments sont ceux qui contiennent le plus d’isoflavones. Le
tableau 1, constitué d’aprés les données compilées pour quelques aliments, montre que les
teneurs en isoflavones totales de ces produits sont trés variables.

Tableau 1. variabilité des teneurs en isoflavones du tofu, du tonyu et des desserts au soja

Aliment Génistéipe Da'idzéir]e
(ng/100gd’aliment) (ng/100gd’aliment)
Tofu minimum 738 0
maximum 39250 25800
moyenne 14770 10316
écart-type 8924 6285
nombre de données 36 35
Tonyu minimum 100 100
maximum 9200 13030
moyenne 3730 3402
écart-type 3210 3073
nombre de données 28 28
Desserts soja minimum 4200 2200
maximum 29800 30900
moyenne 17475 17300
écart-type 11573 12424
nombre de données 4 4

En ce qui concerne les tonyus et produits dérivés, la variabilité des teneurs observées peut
avoir de multiples causes. Sous le nom « tonyu » , on peut trouver des produits a base de
graines de soja et d’autres faits a partir d’isolats de protéines de soja, dont les teneurs en
isoflavones totales seraient environ deux fois moins élevées que celles des premiers. Parmi
les tonyus réalisés a base de graines directement, dans certains cas la fraction insoluble
« okara » n'est pas éliminée, ce qui peut affecter la teneur en isoflavones totales. La
variabilit¢ des teneurs de la graine de soja en isoflavones peut également expliquer la
variabilité des teneurs en isoflavones dans les tonyus. Cette teneur des graines de soja en
isoflavones totales peut varier du simple au double selon le cultivar et selon la date a
laquelle les graines sont semées (Aussenac 1998, Lee 2003). L’étude de Lee a aussi montré
des variations, moins importantes toutefois, liées au lieu de culture et a la durée de
stockage. Enfin, la fertilisation des sols en potassium, est considérée par Vyn (2002) comme
un facteur permettant 'augmentation de la teneur des graines de soja en isoflavones. Ces
facteurs (et peut-étre d’autres non cités ici) expliquent la forte variabilité des teneurs en
isoflavones des aliments a base de graines de soja. Ainsi, Setchell (2003) ont observé des
variations du contenu total en isoflavones allant jusqu'a un facteur cinq sur des tonyus
commerciaux de marques différentes. Pour une méme marque, achetée a plusieurs reprises
sur une période de 6 mois, la variation des teneurs en isoflavones totales varie jusqu’a 60%.
Le tableau 1 ne fait pas mention de la « creme » de soja, produit qui peut remplacer la créme
issue du lait, car c’est un produit récemment développé pour lequel on ne dispose que de
peu de données. Signalons simplement que des dosages réalisés sur de la cremes de soja
échantillonnée en France rapportent des concentrations de 70,08 ug/l de génistéine et 63,16
Mg/l de daidzéine (Benneteau-Pelissero 2003).

I1-2-4 Légumes, légumineuses et fruits

Les légumes, les légumineuses (autres que le soja) et les fruits sont en dehors du soja les
aliments qui contiennent les plus fortes concentrations en isoflavones. Ces teneurs restent
toutefois basses.
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Les teneurs des légumes en isoflavones sont de l'ordre de quelques microgrammes pour
100g, la tomate par exemple contient 3,3ug/100g de génistéine et pas de daidzéine.
Certains légumes se distinguent toutefois par des teneurs plus élevées : les asperges cuites
contiennent 28,9ug de daidzéine pour 100g, les haricots verts jusqu’a 25,5ug de génistéine
/1009 et 9,5ug daidzéine pour 100g (selon le mode de cuisson appliqué, il peut contenir plus
ou moins d’isoflavones), et les brocolis 14,8ug de daidzéine pour 100g. Les teneurs en
geénistéine et daidzéine des entrées et plats composés dans lesquels ces légumes sont
utilisés ont été calculées d’aprés des recettes en utilisant les teneurs indiquées dans la table.

Les teneurs en génistéine et daidzéine des légumineuses sont mieux connues que celles des
autres légumes. Par conséquent, il n'existe quasiment pas de valeurs manquantes dans la table
pour cette catégorie d’'aliments. Les germes de haricots mungo sont particuliérement riches en
isoflavones (314ug de génistéine /100g et 173ug de daidzéine /100g) et les pois chiches
contiennent au moins 10 fois plus d’isoflavones (24,1ug de daidzéine /100g) que n'importe quelle
autre légumineuse cuite (les haricots rouges cuits par exemple contiennent 9,2ug de génistéine
/100g et 13ug de daidzéine /100g ; les lentilles cuites 3,3ug de génistéine /100g et 1,8ug de
daidzéine /100g). Liggins (2000) ont analysé plus d’'une centaine de légumes et [égumineuses. Les
haricots (dont les haricots mungo) et les pois apparaissaient comme les aliments de ces catégories
les plus riches en isoflavones, ce qu’on retrouve dans les données plus complétes compilées dans
la banque de données VENUS.

Les fruits (tout comme les Iégumes) contiennent en général moins de 5 ug de génistéine ou
de daidzéine /100g. Les groseilles et les pamplemousses font exception avec d'une part
178ug de génistéine et 46,1ug de daidzéine pour 100g, et d’autre part 27,1ug de génistéine
/100g et 35,6ug de génistéine /100g. Les fruits secs contiennent généralement plus de
génistéine que les fruits frais correspondants (ce qu’on explique par une concentration des
isoflavones due a la perte d’eau). En particulier, les raisins secs contiennent 62.3ug de
geénistéine /100g et 29.5ug de daidzeéine /100g.

I-2-5 Graines oléagineuses

Les cacahuétes contiennent entre 15 et 30ug de daidzéine ou de génistéine /100g. La teneur
en génistéine des noisettes est également de cet ordre mais les autres graines oléagineuses
contiennent seulement quelques microgrammes de ces molécules pour 100g.

1-2-6 Produits céréaliers

Mazur (1998) indique dans une revue de ses études que les céréales comme le blé, le riz, le mais,
lorge et l'avoine ainsi que leurs produits dérivés ne contiennent pas d’isoflavones ou alors
seulement a I'état de traces. D’aprés les données compilées, la farine de blé « blanche » ne
contiendrait ni daidzéine, ni génistéine. En revanche, la farine de blé « compléte » contiendrait
2,4ug de daidzéine pour 100g et 14,6ug de génistéine pour 100g. Par ailleurs, une certaine
quantité de farine de légumineuses peut-étre incorporée lors de la fabrication de produits a base
de farine céréaliéres. Le nombre de données disponibles sur les farines et les produits céréaliers
est trop limité pour déterminer une valeur moyenne représentative qui puisse étre incluse dans la
table de composition : il serait utile de pallier ce manque pour éviter de sous-estimer les apports en
isoflavones, car méme si les teneurs en isoflavones de ces farines et produits céréaliers semblent
faibles (de l'ordre de la dizaine de microgrammes pour 100g), ils sont fortement consommés. Par
exemple, daprés l'enquéte Inca, la consommation de pains et biscottes atteint
122,6g/jour/personne chez les adultes, 77g/jour/personne pour les viennoiseries, biscuits et
patisseries, 36,1g/jour/personne pour les pates alimentaires, et enfin 20,8g/jour/personne pour le
riz et la semoule.

I-2-6-1 Pain et biscottes

On peut trouver dans la banque de données VENUS des données sur les teneurs en
isoflavones des pains : selon le type de pains, elles varient entre 130 et 1100ug de
daidzéine/100g et entre 150 et 450u/100g pour la génistéine. A I'évidence d’aprés ce qui
précede, une telle teneur en isoflavones ne peut pas étre due aux farines de blé. L’utilisation
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de farine de soja dans les pains analysés peut par contre I'expliquer. Peut-on comparer les
teneurs en farine de soja des pains en France et celle des autres pays ? Il est en effet
possible que les pains de tradition francaise fabriqués en boulangerie contiennent des
isoflavones apportées par la farine de soja et par la farine de féves (voir annexe 2a). De
méme, un relevé effectué entre 1996 et 1998 par ’OCA met en évidence ['utilisation, a cette
époque, de farine de soja dans des pains de mie industriels de marques connues et dans
des produits de marques distributeurs. Des analyses sur les types de farines vendus pour la
panification en France, et sur la teneur actuelle en isoflavones des pains industriels sont
nécessaires pour établir des certitudes (voir annexe 2a).

1-2-6-2 Céréales pour petit déjeuner

Les données compilées indiquent que certaines céréales pour petit déjeuner pourraient
contenir jusqu’'a 68,6ug de génistéine /100g et 53,7ug de daidzéine / 100g, alors que dans
d’autres produits appartenant a la méme catégorie de céréales pour petit déjeuner, ces
isoflavones ne sont pas détectées. Les marques des aliments analysés sont des marques
existantes en France, mais les formulations des produits d'une méme marque peuvent
différer selon le pays auquel est destiné le produit. Pour déterminer une teneur
représentative en isoflavones de chaque type de céréales pour petit déjeuner, il a été choisi
de calculer des moyennes a partir des teneurs disponibles dans les différents produits
analysés : ces moyennes sont toutes inférieures a 20ug/100g pour la daidzéine ou
geénistéine. Si on avait choisi de prendre comme valeur représentative la médiane des
valeurs disponibles, les teneurs obtenues auraient été nulles. Les enfants de 6 a 11 ans
consomment d’aprés I'enquéte Inca plus de 20g de céréales pour petit déjeuner /jour/
personne : il serait donc utile de disposer de données analytiques fiables et adaptées a la
consommation frangaise de ce type de produit.

1-2-6-3 Biscuits, barres céréaliéres, patisseries, viennoiseries

Les recettes élaborées par 'OCA indiquent que la farine de soja peut étre utilisée dans les
biscuits sucrés, a hauteur de 2 a 7% (dans les gaufrettes fourrées, les biscuits roulés, les
godters chocolatés et les brownies). La restriction de l'utilisation de la farine de soja a ces
quelques gateaux et biscuits sucrés reflete-t-elle les pratiques industrielles ou bien pourrait-
on trouver de la farine de soja dans d’autres aliments de cette catégorie? Horn-Ross (2000a)
ont mesuré les teneurs en isoflavones de gateaux, biscuits et muffins sans que les valeurs
s’élévent au dessus du niveau minimal permettant une répétition correcte des mesures
(25pg/100g). Dans la base de données VENUS, des teneurs en daidzéine et génistéine sont
disponibles pour 6 biscuits sucrés seulement. Les teneurs de ces 6 biscuits se situent entre
8,8 et 25,9ug de daidzéine /100g et entre 4,1 et 30ug de génistéine /100g, ce qui n’est pas
incompatible avec les résultats de Horn-Ross. 45 types de biscuits ou patisseries différents
ont été cités dans l'enquéte INCA. On aurait pu calculer la moyenne des teneurs en
genistéine et daidzéine connues pour ces 6 biscuits et I'attribuer aux aliments des catégories
biscuits et patisseries. En procédant ainsi, on aurait limité la sous-estimation des apports en
isoflavones, mais les aliments pour lesquels des teneurs en daidzéine et génistéine sont
connues n'ont pas été jugés suffisamment représentatifs de leurs catégories pour permettre
cette assimilation. Les catégories biscuits et patisseries auront donc beaucoup de valeurs
manquantes dans notre table de composition.

Les barres céréaliéres sont susceptibles de contenir des graines de soja et de la farine de
soja ainsi que des fruits secs et des graines contenant des isoflavones. Mais les recettes de
ces produits sont trés variables. En conséquence, la recette moyenne établie par 'OCA
n’indique pas la présence d’ingrédients a base de soja. Parmi les données compilées, seule
une donnée américaine a été trouvée et elle ne peut pas étre tenue comme représentative
des produits disponibles en France.

Les ingrédients des patisseries traditionnelles sont la farine de blé, le sucre, les ceufs, le lait, la
matiére grasse, éventuellement de la levure, de la créme, de la confiture, des épices, du
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chocolat, des fruits, et des fruits secs. Les ingrédients des produits industriels sont plus variés et
plus difficles a quantifier car leur recette est souvent confidentielle. Parmi les ingrédients
proposeés, les raisins secs sont les plus riches en génistéine (62.36ug /100g) et daidzéine
(22.5ug /100g). Dans tous les aliments contenant des raisins secs d’aprés la base de recette de
'OCA, on a calculé 'apport en isoflavones da a cet ingrédient : il ne dépasse pas 3ug/100g pour
la génistéine ou la daidzéine. Il a été fait de méme avec les pommes, moins riches en
isoflavones que les raisins secs, mais utilisées en grande quantité dans certaines péatisseries :
'apport en isoflavones dans ces produits est inférieur a 1ug/100g de pétisserie !

Les ingrédients les plus fréquemment utilisés dans les viennoiseries sont les farines de blé,
de froment ou d’autres céréales, I'eau, la matiere grasse végétale, le levain, la poudre de lait,
les ceufs, le germe de blé, le malt et la Iécithine. Ces ingrédients sont peu susceptibles de
contenir des isoflavones, a part les ceufs. Pour sa part, la |écithine est trés faiblement polaire
et n‘aura donc que peu d’affinité avec les isoflavones sous forme glycosylée (forme sous
laquelle se trouverait les isoflavones des plantes) : on doit donc s’attendre a de trés faibles
taux d’isoflavones dans la lécithine. Dans la base de données VENUS, les teneurs en
isoflavones citées pour la Iécithine proviennent d’'une seule étude et semblent étonnamment
élevées au regard de ce qui a été énoncé précédemment : 5400ug de daidzéine /100g de
lécithine et 10300ug de génistéine /100g de lécithine. La difficulté du dosage des isoflavones
dans la lécithine est-elle a l'origine d’une sur-estimation de ces teneurs ? En effet, les
solvants utilisés pour I'extraction des isoflavones, s’ils sont inadaptés, peuvent entrainer des
lipides qui perturberont la chromatographie et les dosages immunologiques. Dans la mesure
ou la lécithine est un ingrédient courant dans de nombreux produits, il serait pertinent de
confronter la valeur citée dans la base de données VENUS avec d’autres mesures obtenues
a la suite d’extractions maitrisées.

1-2-6-4 Pates alimentaires et riz

Les pates alimentaires sont composées de semoule de blé dur, et éventuellement d’ceufs.
On trouve quelques données sur les pates alimentaires cuites dans la base de données
VENUS : elles contiendraient moins de 4ug de daidzéine ou de génistéine/100g. Ce sont des
valeurs trés faibles, comme le laissaient supposer les teneurs citées pour leurs ingrédients.
Les données de la banque de données VENUS sur le riz donnent des teneurs en génistéine
ou daidzéine comprises entre 2,5 et 5ug/100g environ. Ce sont des valeurs plus de mille fois
inférieures a celles trouvées dans le tofu par exemple, mais la consommation de riz est
évidemment supérieure a celle du tofu dans la population générale frangaise. Il peut donc
étre important de connaitre les teneurs en isoflavones de ce type de produits trés
consommeés, méme si elles sont trés faibles, en vue de l'estimation des apports en
isoflavones dans la population francaise.

I-2-7 Condiments et sauces

On ne trouve pas de soja ou d’ingrédients faits a partir de soja dans les sauces, sauf dans la
sauce soja qui contient 1367ug de génistéine /100g et 936ug de daidzéine pour 100g. Les
ingrédients les plus fréquemment utilisés dans les sauces sont I'huile, le vinaigre, I'eau, le
concentré de tomates, différents sucres et amidons, le lait, la créme, la farine de blé, le
beurre, les épices et aromates. Pour les épices et les aromates, peu de données sont
disponibles mais les teneurs sont élevées pour certains. Pour les autres ingrédients, les
données collectées ou déduites d’autres données, montrent qu’ils sont pauvres en
isoflavones.

I-2-8 Matiéres grasses végétales

Parmi les aliments consommeés par les participants de I'enquéte Inca se trouvent 12 matiéres
grasses végétales. Il n’y a pas de données dans les deux sources compilées sur tous ces
aliments, par contre la base de données de United States Departement of Agriculture (USDA
2002) indique que la teneur en isoflavones de I'huile de soja est nulle, alors que les graines
de soja entiéres contiennent d’aprés cette méme base de données entre 59750 et 118510ug
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d’isoflavones totales /100g. Fletcher (2003) considére lui aussi que l'huile de soja est
dépourvue d’isoflavones, puisqu’elle est obtenue soit par pressage, soit par extraction a
'hexane et que les isoflavones ne sont solubles ni dans I'hexane, ni dans les lipides. On
considérera donc que toutes les huiles végétales et margarines sont exemptes d’isoflavones.
Pour les margarines, la base de recettes de 'OCA n’indique pas la présence d’ingrédients a
base de soja et I'étude de Horn-Ross n’y a détecté au plus que des traces d’isoflavones.

I-2-9 Produits d’origine animale (viandes, poissons, crustacés et
mollusques, volailles, gibiers, ceufs, laits et dérivés)

Les données concernant les produits d’origine animale sont détaillés dans I'annexe 2a. En
effet, 'emploi du préfixe « phyto » pour qualifier cet ensemble de composés n’exclut pas
pour autant de fagon absolue leur présence dans des produits d’origine animale. D’une part,
la présence d’isoflavones dans des produits d’origine apparemment animale peut s’expliquer
par l'utilisation méconnue d’un ingrédient riche en isoflavones. D’autre part, il est possible
que les produits issus d’animaux ayant consommé des phyto-estrogénes contiennent ces
molécules : c’est ainsi que le métabolite principal de la daidzéine, I'équol, est présent en
faible quantité dans le lait (au plus une dizaine de microgrammes pour 100 ml) (King 1998),
(Antignac 2003). En revanche, nous avons estimé que pour la génistéine et la daidzéine, des
teneurs de l'ordre de quelques dizaines de microgrammes dans des produits animaux
étaient peu vraisemblables : ainsi, la valeur avancées par Horn-Ross et al (2000a) pour les
ceufs (27.6ug de daidzéine pour 100g) n’a pas été retenue dans notre table de composition.
Dans la table, en I'absence de données analytiques, on a considéré que les teneurs en
isoflavones des produits d’origine animale étaient au plus égales a des traces.

I — 3 Limites de la table de composition

La table de composition en génistéine et daidzéine des aliments consommés en France
réalisée pour ce rapport permet d’estimer I'apport des aliments en ces 2 isoflavones. Cette
estimation comporte toutefois une marge d’erreur (mentionnée au cours du chapitre et
détaillée en annexe 2) liée d’une part a la faible disponibilité des données sur la composition
des aliments en phyto-estrogénes, et d’autre part aux difficultés liées a [l'utilisation de
compilations de données. En outre, on peut considérer que la table réalisée est légérement
sous-estimée, notamment par la difficulté de prendre en compte I'incorporation de farine de
soja dans de nombreux produits industrialisés.
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Il - Estimation des apports individuels en isoflavones par I’alimentation dans la
population frangaise (Bemrah-Aouachria 2004)

Plusieurs raisons ameénent au choix de I'enquéte de consommation alimentaire INCA 99
(CREDOC-AFSSA-DGAL, 2000) pour estimer les apports en isoflavones a partir de la table
de composition présentée ci-dessus : cette enquéte est représentative de la population
francaise, elle permet d’accéder a une estimation des apports individuels, elle est
relativement récente, enfin cette enquéte devant étre renouvelée périodiquement, un suivi
dans le temps des apports selon cette méthodologie est envisageable.

En revanche, 'enquéte INCA n’ayant pas été congue de fagon a se focaliser sur les apports
des groupes particuliers de population (végétariens, etc.), elle donne avant tout accés a
'apport en isoflavones dans un régime alimentaire occidental traditionnel. La consommation
de produits a base de soja (essentiellement « yaourts » au soja, tonyu, tofu) émerge
réellement depuis peu d’années, et I'hypothése peut étre faite qu’elle est encore en majorité
cantonnée dans des sous-groupes de population ayant des comportements alimentaires
particuliers (végétariens, personnes excluant les produits laitiers, etc.). De ce fait, sont
analysés de fagon totalement disjointe I'apport en isoflavones a partir des 3 produits a base
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de soja sélectionnés et I'apport par les autres catégories alimentaires. Les apports sont alors
estimés exclusivement sur la base de la consommation d’aliments a base de soja, les
apports par d’autres sources devenant en effet négligeables. Toutefois dans ces derniers
calculs, les apports en isoflavones dus a la consommation d’aliments a base de soja doivent
étre considérés comme indicatifs, car le faible effectif de la population consommatrice de ces
aliments dans I'enquéte INCA combiné au mode d’enregistrement sur une semaine unique
dans l'année, limite la portée des valeurs estimées. Certains des écarts-types résultant des
calculs sont illustratifs a cet égard. Enfin, 'enquéte INCA inclut des enfants agés de 3 ans et
plus, ce qui exclut 'acces a I'exposition des nourrissons par ce moyen.

Les apports en génistéine et daidzéine ont été estimés dans les populations générales
d’adultes et d’enfants séparément, mais également par sexe et par classe d’age dans ces
mémes populations. Cette approche stratifiée permet d’évaluer I'apport dans des populations
cibles, telles que les femmes ménopausées (50 ans et plus) par exemple. L’apport est
calculé pour chaque catégorie alimentaire, pour la génistéine, la daidzéine et pour la somme
des deux isoflavones. Les apports ont également été calculés pour chaque aliment, a base
de soja. Enfin, 'apport a été ajusté sur I'apport calorique lorsque la distinction est faite entre
les sexes et les classes d'age. Les données détaillées sont présentées en annexe 2b.

Il - 1 Méthodes

L’enquéte INCA 99 a été réalisée par le CREDOC en 1998-99 (CREDOC-AFSSA-DGAL,
2000). Elle recueille toutes les prises alimentaires des individus pendant une semaine
entiére. Les données de consommation alimentaire ont été obtenues a partir de carnets de
consommation, renseignés sur une période de 7 jours consécutifs, lidentification des
aliments et des portions étant facilitée par un cahier photographique. L’enquéte a été
réalisée auprés de 3 003 individus, enfants et adultes, représentatifs de la population
francaise. La représentativité nationale a été assurée par stratification (age, sexe, catégorie
socioprofessionnelle individuelle et taille du ménage). L’échantillon des adultes comprend
1985 individus de 15 ans et plus. Les données ne portent que sur les adultes normo-
évaluants®. Cet échantillon comprend 1474 individus. Quant a I'échantillon des enfants, il
regroupe 1 018 individus agés de 3 a 14 ans. Ne disposant d’aucune formule permettant de
sélectionner les individus sousévaluants, cet échantillon n’a pas été redressé. La
nomenclature de cette enquéte comporte 44 catégories alimentaires correspondant a 904
aliments consommés. Ces données ont été croisées avec la table de composition en
isoflavones développée ci-dessus pour obtenir un apport journalier moyen. Lorsqu’ils sont
détaillés, les apports ont été estimés par sexe et selon les classes d’age suivantes : (i)
enfants : 3a 9 ans, 10 a 14 ans; (ii) adultes : 15 a 18 ans, 19 a 49 ans et 50 ans et plus. Les
aliments dénommés « aliments a base de soja » sont les desserts a base de soja, le tonyu,
et le tofu. En revanche, cette dénomination ne concerne pas les aliments qui contiennent du
soja sans que cet aspect ne motive I'achat par le consommateur : par exemple les biscuits
qui contiennent de la farine de soja dans un but technologique

Précision concernant le 95eme percentile : il représente la valeur dépassée par les 5% plus
forts consommateurs. Lorsque le taux de consommateurs pour un produit est inferieur a 5%,
la valeur du 95°™ percentile pour ces forts consommateurs est nulle.

ll- 2 Apport en isoflavones hors aliments a base de soja

Les apports en isoflavones sont trés faibles, au maximum de l'ordre de la dizaine de
microgramme. Les aliments les plus contributeurs sont discutés ci-dessous. Ces aliments
sont indicatifs des sources d’isoflavones dans la population générale.

L’apport global dans la population adulte, pour la génistéine, la daizdéine et la somme des 2
isoflavones, est présenté annexe 2b, tableaux A3 a A5. La catégorie la plus contributrice a

3 Normo-évaluants : sujets pour lesquels on a vérifié que I'apport énergétique correspondant au métabolisme de base et a la dépense énergétique est
suffisant (coefficient de Shofield).
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cet apport est celle des « légumes hors pomme de terre » (34,1% pour les apports cumulés
par les 2 isoflavones). Les apports cumulés en génistéine et daidzéine sont en moyenne de
8,8 uglj, et chez les 5% plus forts consommateurs (95°™ percentile), ils sont de 25,1 ug/j.
Les données de la table de composition montrent que dans cette catégorie, ce sont les
germes de haricot mungo, les asperges, les brocolis, les haricots beurre et les haricots verts
qui ont les teneurs les plus élevées en isoflavones®. Vient ensuite la catégorie des fruits (3,6
Mg/j en moyenne). Les « condiments et sauces », les « riz et semoule », les « entrées », les
« céréales pour petit déjeuner », et les « pates » apportent chacun plus de 1ug/j en
moyenne. Il faut noter que le café en poudre soluble apparait étre I'une des trois plus fortes
sources de daidzéine (2,4pg/j en moyenne), mais que cette situation reste virtuelle puisque
l'apport par le café liquide (prét a la consommation) lui-méme, ne ressort pas dans les
aliments les plus contributeurs. Les apports par 'ensemble des autres catégories sont quant
a eux tout a fait négligeables. L’apport total en genistéine dans la population adulte (tableau
A3) est de 13,5 pg/j en moyenne avec un 95éme percentile de 34,8 ug/j. L'apport moyen en
daidzéine est de 12,2 ug/j (tableau A4) avec un 95°™ percentile a 30,8 ug/j. Enfin, I'apport
cumulé des deux isoflavones est de 25,8 ug/j en moyenne (écart-type : 24,1ug/j), il atteint
61,8ug/j au 95°™ percentile.

Chez les enfants de 3 a 14 ans, (annexe 2b, tableaux A6 a A8), ce sont soit les légumes
hors pomme de terre (apport moyen de 3,5 ug/j de génistéine), et les céréales pour petit
déjeuner (apport moyen de 3ug/j de daidzéine), qui sont les catégories les plus contributrices
de l'apport. L'apport total des deux isoflavones est de 18,2ug/j en moyenne, et I'apport au
95°™ percentile est de 39,1ug/j.

Une analyse plus fine des apports hors soja sur 'ensemble de la population, ajustée sur I'énergie
et en fonction des classes d’'age et de sexe, est présentée en annexe 2b tableaux A9 a A11, et
récapitulée dans le tableau 2 pour les apports totaux cumulés en génistéine et daidzéine.

Tableau 2. Apport en isoflavones (génistéine + daidzéine) pour 1000 kcal et par jour, hors aliments a base
de soja, sur I'ensemble de la population

Ensemble de la population
GENISTEINE+DAIDZEINE
Effectif |Moyenne Ecart-type 95¢ perc.
Catégorie Sexe Classe d'age (4g/1000 Kcallj) |(u4g/1000 Kcallj) |(ug/1000 Kcallj)
Gargon 3a9ans 314 9.4 6.1 20.3
10 a2 14 ans 216 10 7.6 22
Fille 3 é\9 ans 279 9 4.8 18.5
Apport total 10 ? 14 ans 209 10.6 8.1 23.6
hors aliments 15a 18 ans 61 13 15.1 27.6
3 base de soja Homme 19 249 ans 362 9.8 8.5 24.9
50 ans et plus 249 11.9 10.3 26.2
152418 ans 74 15.6 21.3 50.9
Femme 19 249 ans 454 124 11.7 30.6
50 ans et plus 274 14.5 15 37.2

L’apport moyen en isoflavones totales varie relativement peu entre les différentes classes
d’age et de sexe, de 9 a 15,6 ug/1000kcal/j. Cet apport a toutefois tendance a étre plus élevé
chez les adultes. Les apports les plus élevés sont observés chez les individus de 15 a 18
ans, avec 13 ug/1000 Kcal/j pour les hommes et prés de 16 ug/1000 Kcal/j pour les femmes.

4 Toutefois, en terme d'apport, la teneur de ces aliments an isoflavones doit étre mise en lien avec leur consommation
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1I-3 Apport dii a la consommation d’aliments a base de soja chez les seuls
consommateurs de ces produits

Le tableau A12 annexe 2b montre, par sexe et par classe d’age, la consommation d’aliments a
base de soja — desserts a base de soja (« desserts au soja aux ferments vivants »), tofu, tonyu.

Le taux de consommateurs d'aliments a base de soja dans la population frangaise est trés
faible. Ainsi durant la semaine d'enquéte :
- 9 adultes sur 1474 (0,6% de la population) et 2 enfants sur 1018 (0,2% de la population)
ont consommeé respectivement 48 g/j et 41 g/j en moyenne de dessert au soja ;
- 2 adultes et 1 enfant ont consommé respectivement 167 ml/j et 63 ml/j en moyenne de
tonyu (0,1% de la population)
- et 1 seul adulte a consommeé 42 g/j de tofu (0,07 % de la population).
Ces résultats montrent que les consommateurs d'aliments a base de soja représentaient en
1999 une trés faible part de la population. Il convient donc de souligner le caractére
essentiellement indicatif des données d’apport.

Les apports en isoflavones lors de la consommation d’aliments a base de soja sont présentés
dans l'annexe 2, tableaux A13 & A18, et ils sont exprimés en milligramme par jour dans le texte®.
Chez les adultes, quelle que soit l'isoflavone considérée, ce sont les desserts au soja qui sont les
plus forts contributeurs avec un apport moyen de 16,7mg/j de génistéine+daidzéine, et un 95°™
percentile de 44,7 mg/j. Les apports moyens en isoflavones provenant du tonyu sont de 11,9 mgl/j
et ceux provenant du tofu sont de 10,5 mg/j. Quant aux apports totaux, ils sont en moyenne de
15,4 mg/j pour la somme génistéine+daidzéine et de 44,7 mg/j au 95°™ percentile.

Durant la semaine d'enquéte, il n'y a eu aucun consommateur de tofu parmi les enfants de 3
a 14 ans, I'apport de ce produit est donc nul. Pour leurs parts, le dessert au soja et le tonyu
apportent respectivement 14,3 mg et 4,5 mg par jour d'isoflavones chez les seuls
consommateurs de 3 a 14 ans.

Une approche détaillée par classe d’age et de sexe, rapportée a I'énergie ingérée, est présentée
tableaux A19 a A21. Le tofu a été consommeé par une seule femme de 50 ans et plus. Durant les
7 jours d'enquéte, l'apport a été, chez cette personne de 5,6 mg/1000 Kcal/j d'isoflavones
(genistéine+daidzéine). La boisson au soja ou tonyu a été consommée par un homme de 15 a
18 ans avec un apport de 33,4 mg/1000 Kcal/j d'isoflavones. Deux femmes ont consommé ce
produit durant les 7 jours d'enquéte : une fille de 3 a 9 ans avec un apport de 2,9 mg pour 1000
kcal/j et une femme de 19 a 49 ans avec un apport de 7,8 mg/1000 Kcal/j. Sur les trois aliments
au soja, le dessert au soja est celui qui a été le plus consommé, a I'exception des tranches d'age
10-14 ans et 15-18 ans (hommes et femmes confondus). Dans la tranche d'age de 50 ans et
plus, un seul homme a été consommateur de ce produit avec un apport moyen cumulé de
23,7 mg/1000 Kcal/j, et deux femmes avec un apport moyen cumulé de 7,3 mg/1000 Kcallj.
Chez les femmes de 19 a 49 ans, cet apport est de 0,076 mg/1000 Kcal/j et chez les cinq
consommatrices de dessert au soja, cet apport est de 6,9 mg pour 1000 kcal/j.

lll- Autres repéres de consommation

Afin de préciser les apports en phyto-estrogénes dans la population frangaise, il est utile de
les discuter au regard d’autres repéres de consommation : évolution des ventes d’aliments a
base de soja en France, apport dans les populations asiatiques, apport dans la population
générale européenne et apport des populations particuliéres.

llI-1 Evolution des ventes des produits a base de soja entre 1996 et 2001
(Tard A, 2004)

L’évolution des ventes des aliments les plus contributeurs de I'apport en phyto-estrogénes
(aliments a base de soja) entre 1996 et 2001 en France permet de représenter la tendance
de I'évolution de ces ventes et de situer les apports estimés par 'enquéte INCA (qui date de

5 lls sont en revanche exprimés en microgramme dans les tableaux présentés en annexe 2b
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1999) dans une période plus actuelle. Cette évolution a été calculée au travers des données
du panel d’achats Sécodip®. Les quantités ingérées présentées ici concernent factuellement
les ménages, mais une estimation des apports est également calculée chez les individus. En
outre, elles sont focalisées sur les apports chez les consommateurs réels de ces produits, et
non sur I'ensemble de la population. Les marchés étudiés concernent les « laits » de soja ou
tonyus, les desserts a base de soja (codifiés par SECODIP selon « desserts frais » et
« desserts longue conservation arébme soja », ainsi que les aliments type « yaourts » au
soja), et les plats composés a base de soja (dont le tofu). Ces derniers constituent une
catégorie regroupant des aliments variés : plats, ou entrées, ou légumes cuisinés frais, les
quenelles fraiches, les fromages a consommer chaud, les plats cuisinés surgelés, les
préparations panées, et les autres entrées surgelées. La méthodologie de cette étude, le
détail des estimations ainsi que les précautions de lecture sont précisés en annexe 2c.

Les taux de consommateurs renseignent sur I'évolution du comportement d’achat de ces
produits sur I'ensemble de la population. Les calculs montrent que les desserts a base de
soja sont les plus consommés de ces produits, avec une consommation dans environ 10%
de la population générale. La consommation de tonyu, tout comme celle de plats
consommes, est plus faible puisqu’elle touche moins de 5% de la population frangaise.

Toutefois, la consommation de I'ensemble de ces produits a augmenté lentement mais
régulierement entre 1996 et 2001, et tout porte a croire que cette évolution se poursuive
depuis. En effet, en terme de quantités ingérées, I'estimation a partir des données de vente
montrent que la consommation journaliére moyenne de desserts a base de soja et de tonyu
a augmenté sur ces 5 anneées, portant les apports individuels estimés respectivement a 5,8
et 18,3 ml/j en moyenne. Chez les plus forts consommateurs (95°™ percentile), on atteint en
2001 respectivement 27,1 et 92,3 ml/j. Si les apports en plats composés restent faibles,
I'évolution de la consommation remarquée précédemment pour les desserts et les tonyu est
encore plus marquée pour cette catégorie des plats consommés, dont la majeure partie de la
consommation est la consommation de tofu. En effet, leur consommation est multipliée par
1,5 sur 5 ans (augmentation du nombre de consommateurs de 300% - de 1,7% a 5,1%).

lll- 2 Apports en isoflavones dans diverses populations

Une revue de la bibliographie concernant les apports alimentaires en isoflavones dans les
pays asiatiques et dans les pays occidentaux est présentée dans le tableau 3 (présenté a la
fin de ce chapitre).

A titre d’introduction, citons Yamamoto (2003) : ces auteurs ont estimé récemment que les
apports en isoflavones au Japon sont sept fois plus élevés que les apports chez les Chinois
de Singapour, 15 fois plus élevés que ceux des femmes américaines d’origine latine ou
africaine, et 700 fois plus élevés que ceux de femmes américaines blanches.

llI-2-1 Méthodologie

Une recherche bibliographique dans PubMed a permis de recueillir des informations sur les
apports alimentaires en isoflavones dans diverses populations. Seules les publications utilisant des
questionnaires alimentaires (recueils, questionnaires de fréquence, rappels de 24h, ...) couplés a
des tables de composition alimentaires ont été retenues. Les publications qui fournissaient
seulement des mesures biologiques d’isoflavones (par dosage plasmatique ou urinaire)
comme marqueurs biologiques des apports n‘ont pas été sélectionnées. L'étude de Wakai
(1999) n’a également pas été retenue car les valeurs n‘étaient pas représentatives : les deux
méthodes comparées (carnets alimentaires de 1 et 3 jours) présentaient un coefficient de
variation intra-individuel de 89% pour les apports en génistéine et daidzéine.

Concernant les tables de composition des aliments en isoflavones utilisées dans les études
sélectionnées, les méthodes analytiques de mesures des isoflavones ont été évaluées afin
de connaitre la forme (glycosylée ou aglycone) des isoflavones mesurées. En conclusion,
toutes les études européennes et ameéricaines ont utilisé des tables de composition

6 Sécodip : Société d’Etude de la Consommation, de la Distribution et de la Publicité, Société du groupe TNS.
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alimentaires en isoflavones aglycones. La plupart des études asiatiques ont également
utilisé des valeurs d’isoflavones aglycones, mais pour quelques unes dentre elles,
linformation n’était pas indiquée. Globalement, les valeurs d’apports que nous indiquons
sont basées sur des mesures d’isoflavones aglycones.

llI-2-2 Apports en isoflavones dans les pays asiatiques

Les populations asiatiques ont traditionnellement une consommation élevée en légumes et
particuliérement en soja qui représente un aliment de base de I'alimentation chinoise et japonaise
depuis plus de 4 000 ans. Les apports en isoflavones dans I'alimentation asiatique n'ont cependant
pu étre estimés avec précision que récemment avec le développement des premiéres tables
alimentaires en 1996. D’'une part, il semble que les premieres valeurs des apports asiatiques en
isoflavones aient été surestimées (Messina 1995). D’autre part, les apports asiatiques en
isoflavones évoluent avec I'urbanisation croissante des populations asiatiques et I'occidentalisation
progressive de leur comportement alimentaire. D’'une maniére générale, les aliments asiatiques
traditionnels a base de soja apportent 1-3 mg d'isoflavones /g protéines et une portion de ces
aliments fournit 25-40 mg d’isoflavones (Messina 1999).

D’aprés le tableau 3, les isoflavones consommées dans les populations asiatiques
proviennent essentiellement des aliments a base de soja. Les apports moyens en
isoflavones aglycones sont de : 45 mg/jour au Japon (valeurs variant entre un minimum de 8
et un maximum de 118 mg/jour), 35 mg/jour dans les zones urbaines de Chine (valeurs
variant environ entre 5 et 60 mg/jour), 9 mg/jour dans les zones rurales de Chine (valeurs
variant de 0 a 35 mg/jour), 15 mg/jour en Corée et 13 mg/jour a Singapour.

llI-2-3 Apports en isoflavones dans les pays occidentaux

Les populations européennes ont globalement une alimentation de type occidental, c’est-a-
dire riche en protéines et en graisses animales et pauvre en produits céréaliers et végétaux.
Malgré 'apparition du soja en Europe dans les années 1940, sa consommation reste faible
dans les populations européennes mais est variable selon les profils alimentaires propres a
chaque région ou a des populations particuliéres (végétariens par exemple). Les apports
alimentaires en isoflavones étant directement liés a la consommation de soja, il est estimé
que les apports moyens en isoflavones dans une alimentation occidentale typique
représentent moins de 1 % des apports asiatiques. D’aprées le tableau 3, les apports moyens
en isoflavones aglycones sont de 0,4 mg/jour environ (valeurs moyennes variant entre 0 et
2 mg/jour) dans les populations européennes et américaines typiques.

La large étude européenne EPIC a montré que les plus grands consommateurs de soja et
par conséquent d’isoflavones sont les végétariens (représentés par la cohorte anglaise
EPIC-Oxford) et les pays les plus faibles consommateurs sont 'Espagne, la Gréce, la
Suéde, le Danemark et la Norvége (0,2 a 0,8 % de ces populations) (Keinan-Boker 2002 a et
b). Une conclusion importante de cette étude est également que la nature des aliments au
soja consommés en Europe difféere considérablement de celle des aliments traditionnels
asiatiques (tofu, miso, natto). Ainsi, les aliments au soja consommés le plus fréquemment en
France et au Royaume-Uni sont les produits de substitution des produits laitiers comme le
tonyu (jus de soja) et les desserts au soja ; aux Pays-Bas, en Allemagne et en Espagne, ce
sont les pousses et les graines de soja ; en ltalie, les produits céréaliers ; au Danemark, les
substituts de viande.

Toutefois, il est important de noter que dans les populations occidentales, les isoflavones
représenteraient seulement 20% des apports en phyto-estrogénes totaux alors que les lignanes
représenteraient 80% des apports en phyto-estrogénes et les coumestanes moins de 0,1% (Ziegler
2004). Par conséquent, les lignanes pourraient jouer un role plus important que les isoflavones dans
la santé des populations occidentales (ci-dessous, voir paragraphe IV sur les lignanes).
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llI-2-4 Apports en isoflavones dans des populations particuliéres

En Europe ou aux Etats-Unis, certaines populations ont des apports en isoflavones intermédiaires
entre les apports occidentaux typiquement faibles et les apports asiatiques traditionnellement
élevés. C’est le cas en particulier des populations migrantes et des végétariens.

Les études de consommation d’isoflavones dans les populations migrantes se sont
essentiellement intéressées aux populations asiatiques migrant aux Etats-Unis. Du fait du
changement d’environnement et de I'acculturation, la premiére génération de migrantes (née
en Asie et immigrée en Amérique) réduit sa consommation de soja (donc d’isoflavones) et la
deuxiéme génération de migrantes (née aux Etats-Unis) a des apports en isoflavones qui se
rapprochent des apports américains typiques. D’aprés le tableau 3, les apports moyens en
isoflavones sont de 20 mg/jour dans la population immigrée d’Asie en Amérique, 14 mg/jour
dans la population américaine aux origines asiatiques et 3 mg/jour dans la population
ameéricaine aux origines africaine ou latine.

L’alimentation des végétariens étant dépourvue de viandes et poissons, celle des lacto-
végétariens dépourvue également d’ceufs et celle des végétaliens dépourvue également
d’ceufs et de lait, le soja est largement consommé par ces populations car il constitue une
source importante de protéines. Aucune étude de consommation d’isoflavones n ‘a été
conduite dans des populations végétariennes mais il a été montré que les végétariens ont
des concentrations urinaires en phyto-estrogénes plus élevées que les personnes omnivores
(Adlercreutz 1982), ce qui refléte une consommation alimentaire plus élevée.

L’étude de consommation d’isoflavones en Europe basée sur la table de composition alimentaire
VENUS n’a pas ciblé une population végétarienne en particulier mais elle a permis de séparer les
consommateurs de soja des non-consommateurs (Van Erp-Baart 2003). Ainsi, cette étude a
montré que les consommateurs de soja, sans étre pour autant végétariens, ont des apports
moyens en isoflavones pouvant atteindre en moyenne 11 mg/jour.

Dans la cohorte anglaise EPIC-Oxford, la population définie par un comportement
alimentaire dit « sain » (consommateurs de poissons excluant la viande, végétariens,
végétaliens) comporte les plus grands consommateurs européens de produits a base de
soja (Keinan-Boker 2002a ; Keinan-Boker 2002b). Dans ce groupe, 28% des personnes
déclaraient consommer des produits a base de soja contre 1-2% dans la population
générale. Leurs apports en isoflavones se situaient entre 15 et 30 mg/jour et étaient
comparables aux apports rencontrés dans les régimes asiatiques (Keinan-Boker 2002 a ou
b) , (Verkasalo 2001), ceci bien que la densité en isoflavones des produits européens au
soja soit plus faible que celle des produits asiatiques traditionnels. Par conséquent, dans les
pays occidentaux, il est estimé que seule une alimentation de type macrobiotique®
permettrait d’atteindre des apports en phyto-estrogénes proches de ceux rencontrés dans
les pays asiatiques.

Les Adventistes du Septiéme Jour constituent une population d’étude particuliére aux
habitudes alimentaires et mode de vie spécifiques. Il a été montré que les Adventistes ont
une consommation de produits a base de soja et de tonyu plus grande que la population
générale du fait qu’'une grande maijorité est végétarienne ou végétalienne (Resnicow 1991).
Une étude parmi une nouvelle cohorte Adventiste a été mise en place en 2003 et recueillera
la consommation en soja de fagon détaillée (Willett 2003).

IV- Apports alimentaires en lighanes

Les lignanes constituent le deuxiéme groupe de phyto-estrogénes le plus étudié. La
littérature disponible n’est pas suffisante pour établir une table de composition des aliments
et 'estimation de leurs apports par une enquéte de consommation alimentaire représentative
de la population frangaise. En revanche, quelques données bibliographiques peuvent étre
présentées.

Les lignanes sont présents dans un grand nombre de végétaux, leurs principales sources
alimentaires sont les céréales, particulierement le seigle et I'orge, et les produits a base de
céréales complétes (Hoikkala 2003). Les fruits, les baies et les légumes contiennent des
lignhanes en moindre quantité mais constituent un apport important dans une alimentation
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variée. Notons enfin que la plus grande source connue de lignanes est la graine de lin, mais
que cette graine est trés faiblement consommeée, ce qui réduit la contribution de I'apport en
lignanes par cette source dans la population.

L’utilisation de questionnaires alimentaires et de tables de composition en lignanes a permis
d’estimer la consommation moyenne de lignanes dans différentes populations (tableau 4).

Tableau 4. Apports alimentaires moyens en lignanes végétaux

Sécoisolaricirésinol 1.03

Référence Pays, population Apport alimentaire Sources alimentaires
moyen (mgljour) principales
de Kleijn 2001 USA, femmes américaines en | Matairésinol 0.02 Fruits 12.7%
bonne santé, 35-81 ans Sécoisolaricirésinol 0.56 | Pain et produits céréaliers 10.5%
Baies 8.3%
Boker 2002 NL, femmes 50-69 ans Matairésinol 0.08 Pain 47%

Café, thé 17%
Légumes 7%

Horn-Ross 2000

USA, femmes blanches,
hispaniques et noires, 50-79 ans

Matairésinol 0.04 Jus d’orange 42%
Patates douces 14%
Riz 14%

Sécoisolaricirésinol 0.14 | Café 44%

Abricots secs 13%
Jus d’orange 6%

Valsta 2003 Matairésinol 0.03
Sécoisolaricirésinol 0.57
Matairésinol 0.05

Sécoisolaricirésinol 0.24

Finlande, femmes 25-64 ans Graines, céréales, fruits baies et légumes

Finlande, hommes 25-64 ans

Dans les populations occidentales, la consommation moyenne de lignanes est difficile a
estimer. Les tables de composition en lignanes étant trés incomplétes, la consommation
estimée parait donc faible (valeur moyenne pouvant atteindre 1 mg/jour). L’apport principal
de lignanes semble venir d’'un nombre limité d’aliments et le reste des apports résulte de
nombreux aliments contribuant chacun a un faible apport. De plus, le choix des aliments
contributeurs est variable selon les personnes. La consommation de lignanes varie
essentiellement selon le type de régime alimentaire (les régimes végétariens étant les plus
riches en lignanes) et est contrastée d’'un pays a l'autre ; par exemple, I'apport en lignanes
aux USA vient principalement des fruits alors qu’il vient majoritairement des produits
céréaliers en Finlande et aux Pays-Bas. A titre illustratif, une étude menée chez les hommes
a mesuré les quantités d’entérolignanes présents dans le liquide prostatique et a montré des
variations internationales pouvant possiblement refléter des apports alimentaires différents
en lignanes (Morton 1997). Dans cette étude, les hommes portugais avaient la concentration
la plus élevée d’entérolignanes (n=17, moyennes : entérodiol=13.5 ng/ml, entérolactone=162
ng/ml) et les valeurs étaient similaires entre elles chez les hommes anglais, de Hong-Kong et
de Chine (moyennes : entérodiol=2.6 a 6.6 ng/ml, entérolactone=20,3 a 32,9 ng/ml).

IV- Données sur les apports par les compléments alimentaires en France

Synadiet, le Syndicat National des Fabricants en Produits Diététiques, Naturels et Compléments
Alimentaires, situe la réelle émergence en France des compléments alimentaires contenant
des isoflavones de soja en 1998. En octobre 2003, le marché des compléments en isoflavones
représentait 43 millions d’euros en France pour le secteur pharmaceutique (soit environ 80% des
ventes pour lesquelles des statistiques existent), et plus de 50 compléments alimentaires
contenant des isoflavones étaient déja disponibles sur le marché frangais. Ce marché est
concentré sur les troubles de la ménopause. Il est annuellement en forte croissance et représente
le troisieme segment des compléments alimentaires. Il se peut que cette forte croissance du
marché soit liée depuis 2002 a un transfert d’achat par les femmes sensibilisées a la restriction
d’'usage des traitements hormonaux substitutifs (THS) recommandé par 'Agence Frangaise de
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Sécurité Sanitaire des Produits de Santé et 'Agence Nationale d’Accréditation et d’Evaluation en
Santé (ANAES 2004). En 2003, le marché francais était dominé par cinq produits qui recouvraient
plus de 90% des volumes de ventes.

Ce marché est caractérisé par une certaine variété : variété des circuits de distribution
(essentiellement pharmacies, parapharmacies, magasins de diététique, grandes et
moyennes surfaces) et donc variété des consommateurs de ces produits, variété des
fournisseurs d’extraits, et finalement variété de la composition des produits. En revanche, la
quasi-totalité de ces compléments alimentaires sont formulés au regard d’'une d’allégations
focalisées sur les effets inconfortables parfois observés au moment de la ménopause
(essentiellement les bouffées de chaleur). Enfin, il n’existe pas actuellement en France de
médicament a base de plantes contenant des phyto-estrogénes. En I'absence d’études de
consommation alimentaire menées spécifiquement sur les compléments alimentaires a base
de phyto-estrogenes, seuls des repéres liés a I'étiquetage et au dosage de ces produits
peuvent étre formulés.

IV-1 Composition des produits

Les compléments alimentaires a base de phyto-estrogénes sont en majorité composés
d’extraits de soja, dont les composés actifs sont la daizdéine et la génistéine. Toutefois, ces
extraits peuvent étre associés a d’autres ingrédients, aussi bien d’autres extraits de plantes
que des micronutriments tels des vitamines et/ou des minéraux.

L’association des extraits de soja a d’autres plantes souléve plusieurs questions. En effet
ces plantes peuvent étre inclues a la composition du complément alimentaire dans I'objectif
d’atteindre un effet autre qu’un effet de type estrogénique : c’est probablement le cas du yam
par exemple pour lequel certains revendiquent des effets de type progestagéne. L’évaluation
de cet aspect dépasse le cadre du rapport. En revanche, certaines des plantes associées au
soja peuvent également exercer un effet de type estrogénique (voir chapitre Répertoire) : le
houblon par exemple contient de la 8-prényl-naringénine (flavanone) et du xanthohumol
(chalcone), ou encore de la luzerne qui contient du coumestrol. Ces molécules sont capables
de se lier aux récepteurs des estrogénes. Dans ce type de situation, il est nécessaire d’étre
vigilant a la dose totale de composés actifs ingérés, nécessairement différente de la dose
totale en isoflavones, car la sécurité d’'un complément établie sur la base de la dose totale en
isoflavones peut ne plus étre assurée si la quantité totale de molécules capables de se lier
aux récepteurs des estrogénes est différente.

IV- 2 Apports

Qu’il s’agisse uniquement d’'un extrait a base de soja, ou d’'une association de plantes, les
seules concentrations moléculaires mentionnées sur I'étiquette de ces compléments
concerne leur teneur en isoflavones. Cette simple indication n’existe dailleurs pas
systématiquement, et seule la teneur en extrait de soja peut parfois étre mentionnée. En
outre, l'identification de I'apport réel est rendue difficile car la concentration en isoflavones
est parfois indiquée en référence aux formes aglycones de ces substances, et parfois en
référence a leur forme glycosylée. Enfin, sur le plan de I'estimation des apports, les conseils
d’utilisation proposés sur I'étiquetage du complément (c’est a dire le nombre de gellules
recommandé par jour) ne préjuge pas du respect de cette proposition par le consommateur.

Un échantillon de 53 compléments alimentaires (communication de Mme Bennetau pour le
groupe de travail de I'Afssa) a été étudié. Si on se place du point de vue du consommateur,
qui n'a que I'étiquette du produit a sa disposition, seuls 34 (64%) compléments mentionnent
la dose d’isoflavones contenue dans le produit. La gamme des doses annoncées sur ces 34
produits s’étend de 10 a 250 mg d’isoflavones par comprimé, et les cures proposent une
prise de 1 a 6 comprimés par jour. Ainsi, la gamme des prises journaliéres proposées
s’étend de 20 mg a 250 mg pour les seules isoflavones sous une forme possiblement
glycosylée ou non. En admettant que cette gamme concerne des produits glycosylés et un
rapport de masse de 0,50 entre les formes aglycones et glycosylées (voir chapitre
biodisponibilité), on aboutit a une prise d’isoflavones aglycones de 10 a 125 mg par jour.
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L’analyse chimique du contenu d'une unité de ces produits montre que la dose réelle contenue
dans les compléments alimentaires peut étre différente de la dose affichée par rapport a la dose
réelle en isoflavones. En terme d’estimation des apports, cette analyse montre que la dose réelle
d’'une unité varie de 0,6 a 92,8 mg d’isoflavones sous forme équivalente aglycone. L’apport
quotidien réel si la cure proposée est suivie, varie alors de 0,76 a 92,8 mg, également sous forme
équivalente aglycone. La répartition des doses journalieres est présentée dans le tableaub, elle
montre que la plupart (75%) des compléments analysés ont des doses situées 0 et 40 mg
d’isoflavones équivalents aglycones.

Tableau 5 : apport réel journalier total (selon la cure proposée) en isoflavones équivalentes aglycones de
53 compléments alimentaires en isoflavones de soja dosés par ELISA (ENITA)

Quantité disoflavones | 5 |44 1o | 3 | 4 | 51 | 61 | T | 81 | 9
équivalentes aglycones

a10 | a20 | a30 | a40 | a50 | a60 aro aso a9 | a100
(en mg)

Nombre .de compléments 1" 1" 8 10 6
alimentaires

3 2 0 1 1

Il faut noter par ailleurs noter que durant I'année 2004, la tendance des nouveaux
compléments alimentaires a base d’isoflavones était a l'augmentation du dosage en
isoflavones vers de trés fortes doses dépassant 100mg isoflavones aglycones par jour.

IV-3 Titre de I’extrait

La composition du complément alimentaire varie en fonction de la quantité d’extrait de soja
mais également en fonction du titre de I'extrait de soja en isoflavones. Ce point mérite d’étre
évoqué car il renvoie au caractére alimentaire et traditionnel de Il'apport. S’il est
généralement argumenté pour assurer la sécurité et le caractére alimentaire d'un
complément contenant des isoflavones, que la composition respecte les formes et apports
observés depuis des millénaires dans les populations asiatiques, qu’en est-il d’'une forme
trés concentrée ? Car outre les doses qui peuvent parfois étre trés élevées, 'emploi de
formes trés concentrées, voire synthétiques, exclut les interactions possibles et
éventuellement protectrices entre les isoflavones et les autres composants de la matrice
alimentaire qui les contient lorsqu’ils sont traditionnellement consommés. Seules des études
spécifiques menées sur ces produits peuvent prouver qu’ils présentent le méme degré de
sécurité que celui des isoflavones lorsqu’elles sont considérées dans leur matrice.

Conclusion générale

Sur 'ensemble des phyto-estrogénes identifiés dans le chapitre « Répertoire », les données
de composition des aliments et de consommation disponibles concernent essentiellement les
isoflavones. Quelques données sont également disponibles pour les lignanes mais des
études supplémentaires sont nécessaires pour les autres phyto-estrogénes.

Malgré le peu de données disponibles, une table de composition en isoflavones (génistéine et
daidzéine, sous forme aglycone) des aliments consommeés en France a pu étre réalisée. Les
apports sont toutefois sous-estimés, notamment du fait de la difficulté de prendre en compte
l'incorporation de farine de soja dans de nombreux produits industriels. Naturellement, les
teneurs en isoflavones sont les plus élevées dans les produits végétaux. Elles sont de I'ordre de
la dizaine de milligrammes pour 100g dans les aliments a base de soja (tonyu, tofu, desserts a
base de soja), et sont au maximum de quelques dizaines de microgrammes pour 100g dans les
légumes, céréales et fruits ou les isoflavones sont détectées.

L’estimation de l'apport journalier moyen en génistéine et daidzéine dans la population
frangaise ayant un régime alimentaire occidental traditionnel (ce qui exclut la consommation
d’aliments a base de soja) a pu étre réalisée. Lorsque les produits a base de soja ne sont
pas considérés, les légumes (hors pomme de terre) semblent étre les plus forts contributeurs
a l'apport en isoflavones, ainsi que les fruits. Chez les enfants, les céréales pour petit

- 66 -



déjeuner sont également contributrices. Enfin, d'autres catégories d’aliments semblent
apporter des isoflavones en moindre quantité que les catégories ci-dessus. C’est le cas des
légumineuses dont la teneur est relativement importante mais qui, étant donné la
désaffection pour ce type d’aliment, n’apparaissent pas dans les catégories fortement
contributrices. Ces estimations permettent d’avoir une premiére notion des apports en
isoflavones aglycones chez les non consommateurs de soja, apports qui sont de I'ordre de
26 pg/j en moyenne chez les adultes, et de 18 ug/j chez les enfants de 3 a 15 ans. Ces
résultats sont cohérents avec les rares données disponibles dans les autres populations
européennes, qui placent les apports moyens en isoflavones entre 0 et 2mg/j. Par ailleurs,
une approche dynamique des apports entre 1996 et 2001, via les données de vente des
aliments a base de soja, montre que si la consommation de ces produits reste faible, elle
augmente progressivement.

Une revue des études publiées sur les apports en isoflavones dans différentes populations
montre que les populations asiatiques les plus exposées (Japonais) ont des apports moyens
en isoflavones aglycones d’environ 45 mg/j (valeurs variant de 8 a 118 mg/j) tandis que ceux
des populations occidentales sont d’environ 0,4 mg/j (entre 0 et 2 mg/j). Il n’apparait pas
d’étude réalisée sur [I'exposition aux phyto-estrogénes des populations ayant une
alimentation particuliere (végétariens, ...) toutefois I'étude menée a partir de la table du
CIQUAL dans ce rapport, tout comme I'étude VENUS, sans cibler une population
végétarienne particuliére, ont permis de séparer les consommateurs de soja des non
consommateurs. Ces deux études concluent a des apports en isoflavones chez les
populations consommatrices de soja de I'ordre de la dizaine de mgjj.

Un calcul illustratif des conséquences, en terme d’apport en isoflavones, de l'introduction
d’aliments a base de soja dans le régime occidental traditionnel, peut étre proposé. Par
exemple, avec un régime alimentaire occidental traditionnel, 'apport moyen quotidien en
isoflavones chez un adulte est de 25,8 ug. Ces apports deviennent de l'ordre de 15 mg
d’isoflavones lors de l'introduction d’aliments a base de soja (si les apports moyens des 12
adultes ayant consommé des aliments a base de soja durant la semaine de I'enquéte INCA
sont repris a titre illustratif). Toujours a titre illustratif, un calcul peut étre fait en faisant appel
aux donneées de la table de composition en génistéine et daidzéine. A partir respectivement
d’échantillons de vingt huit et quatre valeurs publiées, on estime que un verre de tonyu (150
ml) apporte entre 0,30 et 33 mg/j d’isoflavones (en moyenne environ 10 mg), et 1 dessert au
soja (portion de 125 g), entre 8 et 76 mg d’isoflavones (en moyenne environ 44 mg/j). En
conséquence, un individu consommant dans la méme journée un verre de tonyu et 1 dessert
au soja recoit un apport entre 8,3 et 109 mg d’isoflavones aglycones (en moyenne environ
54mg). Ce calcul montre que l'introduction de plusieurs aliments a base de soja peut amener
a des apports 1000 a 10 000 fois plus élevés que les apports observés par un régime
occidental traditionnel. Ces apports sont également comparables voire supérieurs a ceux
observés dans les populations asiatiques, et comparables voire supérieurs aux chiffres
rapportés pour les quelques données disponibles dans les groupes particuliers (entre 15 et
30 mg/j dans la cohorte EPIC-Oxford).

Du fait que les lignanes ont été beaucoup moins étudiés que les isoflavones, les données de
consommation sont rares pour les lignanes. Les tables de composition étant trés
incomplétes, la consommation est difficile a estimer. Les estimations faites jusqu’a présent
dans des populations occidentales (apport moyen pouvant atteindre 1 mg/jour) sont
probablement sous-évaluées et, de plus, la consommation de lignanes est trés contrastée
d’'une population a une autre, suivant le type de régime alimentaire. Les principales sources
de lignanes étant les céréales compleétes, les fruits, et les Iégumes, les régimes végétariens
sont probablement parmi les plus riches en lignanes. En I'absence de données extensives
sur les lignanes dans l'alimentation, on peut tout de méme avancer qu’une alimentation
équilibrée, diversifiée, riche en produits végétaux et céréaliers et comprenant du thé ou du
café est probablement une bonne source de lignanes.
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Enfin, en I'absence d’études, I'apport par les compléments alimentaires est trés difficile a
évaluer. Une appréciation peut étre donnée en se référant aux doses préconisées par les
fabricants, et aux dosages que nous avons réalisés sur 53 compléments alimentaires a base
d’isoflavones. Toutefois cette appréciation reste focalisée sur I'apport en isoflavones, elle
exclut donc les apports dus a d’autres molécules actives sur le récepteur aux estrogénes
(naringénine-8-prényl naringénine, etc...) présentes dans d’autres plantes que le soja (tréfle,
kudzu, houblon, .etc.), mais parfois associées au soja dans la composition de ces
compléments. En régle général et selon nos dosages, ces compléments apportent (selon la
cure proposée) des doses journaliéres inférieures a 40 mg d’isoflavones aglycones. En
dehors de tout aspect relatif aux différences inhérentes aux populations asiatiques et
occidentales (mode de vie, métabolisme, ...) cet apport est comparable a celui observé chez
les populations asiatiques. En revanche, la consommation soit de compléments alimentaires
plus fortement dosés, soit d’aliments a base de soja et de compléments alimentaires de
facon concomitante, améne a des apports en isoflavones beaucoup plus élevés que ceux
observés dans les populations asiatiques traditionnellement exposées a [I'apport
d’isoflavones.
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Points clés et recommandations

Points clés

Par manque de données, il existe une incertitude quantitative sur le contenu des aliments en phyto-
estrogénes et une grande variation saisonniére et locale. Une table de composition en isoflavones
(équivalents aglycone de la daidzéine et de la génistéine) des aliments consommés en France a
toutefois pu étre initiée dans ce rapport.

Globalement, une alimentation asiatique traditionnelle riche en soja peut étre plus de 100 fois plus riche
en isoflavones qu’une alimentation occidentale typique. Grace au développement récent des tables de
composition alimentaires en isoflavones, des apports moyens en isoflavones aglycones ont pu étre
estimés dans diverses populations : 45 mg/j au Japon, 9-35 mg/j dans les autres pays asiatiques et 0-2
mg/j dans les pays occidentaux comme en Europe ou aux Etats-Unis.

Tels que nous avons pu les estimer gréce aux données de I'étude INCA 1999, les apports en génistéine
et daidezéine dans la population frangaise chez les non consommateurs de soja, sont de 0,026 mg/j en
moyenne (écart-type : 0,024 mg/j) chez les adultes.

Dans les pays occidentaux, chez les consommateurs ayant un comportement alimentaire particulier
(végétariens, consommateurs de soja, populations définies par un comportement alimentaire dit
« sain », consommateurs de compléments en isoflavones de soja), la consommation en isoflavones
peut atteindre voire dépasser les apports observés dans les populations asiatiques.

Les apports en précurseurs des entérolignanes proviennent d’aliments trés divers (céréales, légumes,
fruits) et sont beaucoup moins connus que les apports en isoflavones. Selon les premiéres estimations,
les apports atteindraient une moyenne de 1 mg/jour dans des populations occidentales mais sont
probablement sous-évalués et trés contrastés selon les populations.

Depuis 1998, le marché des compléments alimentaires en isoflavones de soja s'est fortement amplifié
en France et représente le troisitme segment des compléments alimentaires. Il a pour cible
essentiellement la ménopause et tous les phénoménes qui lui soient associés. On observe une
tendance a 'augmentation des dosages.

Recommandations

1 - Recommandations a visée de connaissance et de recherche

Il apparait nécessaire de réaliser des études pour améliorer les tables de composition des aliments en
phyto-estrogénes, en particulier en isoflavones et en lignanes.

Etablir plus clairement une liste des aliments a base de soja les plus utilisés ou les extraits végétaux
susceptibles de rentrer dans les compléments alimentaires (sauge, réglisse, ...).

Inclure une gamme plus large d’aliments a base de soja dans les questionnaires des études de
consommation.

Dans les publications, préciser le dosage réalisé et la forme sous laquelle les phyto-estrogénes et en
particulier les isoflavones sont exprimés.
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2- Recommandations de Santé Publique

\/
0’0

Les aliments non sucrés a base de soja présentent un intérét nutritionnel puisqu'ils sont une bonne
source de protéines végétales sans graisses saturées. Dans cette perspective, il faut dissocier les
aliments courants & base de soja, des préparations pour nourrissons et des préparations de suite a base
de protéines de soja et des compléments alimentaires riches en extraits concentrés.

3- Recommandations a visée d’information du consommateur.

/7
0.0

Une information rigoureuse appuyée sur des données scientifiques, doit avertir le consommateur que
les aliments a base de soja contiennent des isoflavones, qui sont potentiellement actives (effets
indésirables ou bénéfiques).

En ce sens les consommateurs devraient éviter de cumuler les sources de phyto-estrogénes : par
exemple aliments dérivés du soja et compléments alimentaires, ou compléments alimentaires composés
de plusieurs types de phyto-estrogénes (isoflavones, coumestanes, ...), en particulier si les apports
totaux en phyto-estrogénes ne sont pas précisés.

L'étiquetage doit préciser la teneur en phyto-estrogénes, exprimée en équivalents aglycone, notamment

sur les aliments a base de soja et les compléments alimentaires. Ce qui signifie un contréle des doses
par les industriels & chaque fabrication avec un nouveau lot de soja.
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Chapitre estimation v imprimeur IV

Tableau 3. Apports alimentaires journaliers en isoflavones dans les pays asiatiques, les pays occidentaux et les populations
migrantes (moyenne, minimum-maximum a moins qu’il soit spécifié autrement)

Référence Pays, population Outil de Aliments Protéines Isoflavones Isoflavones Sources
’ mesure a base de soja de soja (total) (individuelles) alimentaires
ASIE
Messina 1999 Asie 1 portion = 2540 mg 1-3 mg/g protéine de soja
d'isoflavones
Kimira 1998 Japon 3-day dietary 39,46 mg Génistéine=23,27 mg (4,62-52,12)
50 femmes records (7,80-87,73) Daidzéine=16,20 mg (3,18-35,61)
Formes aglycones
Arai 2000a Japon Dietary records Génistéine=30,1 mg Tofu, natto, miso
Femmes Daizéine=16,4 mg
Formes aglycones
Arai 2000b Japon 3-day dietary 47,2 mg (12,0-118,9) 7 Tofu (37% apports)
115 femmes,29-78 ans records Forme aglycone
Somekawa 2001 | Japon FFQ 54.3+1.0 mglj Tofu, lait de soja,
478 femmes ménopausées produits fermentés etc.
44-80 ans
Nagata 2002 Japon FFQ 62.4+41.2 (4.9-221) glj 32.0£17.2 (2.5-79.1) mglj 9 produits soja dont tofu,
87 femmes ménopausées miso, jus de soja etc.
Yamamoto 2003 | Japon Questionnaire Génistéine= Soybeans, tofu, tofu frit,
21852 femmes, 40-59 ans | alimentaire Quartile1 : 6,9 mg £2,6 Natto
Quartile 4 : 25.3 mg +2.2
Forme aglycone
Chen 1999 Chine FFQ 100.6 g (médiane) 8,7 g (médiane) Médiane=39,26 mg
Shanghai (25-75%me%= 36.8-238.2)
60 femmes : 37-61 ans
Dai 2001 Chine FFQ Médiane=93,5 g  (25- | Médiane=8,0 g Médiane=33,2 mg 1) Aliments au soja
Shanghai 756me%=50,0-178,5) (25-75¢me%=4,8-12,9) (25-75%me%=18,7-53,3) 2) Tofu
3015 femmes : 25-64 ans Moyenne=135,4 g Moyenne=10,3 g Moyenne=40,9 mg
Dai 2002 Chine FFQ 11,49 g (+0,61)
Shanghai
250 femmes témoins
Dai 2003 Chine FFQ 13,2 g (+0,8)
Shanghai
117 femmes témoins
Shu 2001 Chine FFQ (17 items Adolescence (13-15 Tofu, tonyu, autres
Shanghai d'aliments au ans)®:54¢g produits a base de soja

7 Les apports de flavonoides (= flavonols + flavones) ont aussi été estimés : 16,7 mg/jour (min-max 2,0-42,4), onions=45,9% apports.
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Chapitre estimation v imprimeur IV

Référence Pays, population Outil de Aliments Protéines Isoflavones Isoflavones Sources
’ mesure a base de soja de soja (total) (individuelles) alimentaires
Femmes : 25-64 ans soja) (médiane=7.23)
Mei 2001 Chine FFQ 25.4£35.0 (5.3_33.2) mg/j 9 produits soja dont Tofu,
650 femmes :19-86 ans jus de soja etc
Zhao 2002 Chine FFQ Zones urbaines:
4 provinces 43749
538 sujets : 50-60 ans (cité par Liu et al. 2004)
Liu 2004 Chine FFQ 38,7 g (£58,2) Médiane=8,9 mg Tofu, whole soy beans,
Zones rurales (médiane=23,5 g) Moyenne=17,7 mg (+ 26,6) sheet/ slab
1188 femmes : 20-65 ans Pour 89,2 % de la population :
min-max=0-35 mg
Jakes 2002 Singapour FFQ quantitatif 4,59/ (95%IC=4,1-4,9) |13,7mg
(95%IC=12,6-14,8)
Kim 2001 Corée Korean National 14.88 mg Génistéine 7,32 mg Soybeans, tofu, soybean
3224 hommes Nutrition ~ Survey Daidzéine 5,81 mg paste, soybean sprouts
3475 femmes (1995) Glycitéine 1,75 mg =94% isoflavones
Zones rurales : 15,18 mg 1) Soybeans
Zones urbaines : 14,85 mg 1) Tofu
OCCIDENT
Horn-Ross 2002 | USA FFQ 1,778 mg °©
111 526 femmes en (20-80%me %= 0,641-2,080)
Californie (87% blanches) Forme aglycone
Greendale 2002 | USA FFQ Formes aglycones Tous produits dérivés du
Afro-américaines : 497 Afro-américaines soja chez les asiatiques
Caucasiennes1003 Génistéine : Ech.total: | mais seuls fermentés
0.279+1.801 mg chez les Japonaises
Conso :0.506+2.403
Daidzéine : Ech.total:
0.140+0.969 mg
Conso :0.254+1.295
Caucasiennes
G : Ech.total: 0.978+3.873 mg
Conso :1.426+4.586
D : Ech.total: 0.527+18012.176 mg
Conso :0.761%2.581
8 Valeurs de 1556 témoins

9 Isoflavones = génistéine + daidzéine + formononétine + biochanine A
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Chapitre estimation v imprimeur IV

Référence Pays, population Outil de Aliments Protéines Isoflavones Isoflavones Sources
’ mesure a base de soja de soja (total) (individuelles) alimentaires
de Kleijn 2001 FFQ Médiane=0,154 mg Médianes (25-75¢me %): Haricots secs, pois, thé,
USA (25-75¢m perc= 0,099- Génistéine 0,070 mg  (0,028- | café, fruits secs

964 femmes ménopausées
35-81 ans

0,235)
(moyenne=0,760 mg +4345)
Forme aglycone

0,120)

Daidzéine 0,039 mg (0,024-0,057)
Formononétine 0,031 mg (0,013-
0,044)

Biochanine-A 0,006 mg (0,002-
0,011)

Formes aglycones

Keinan-Boker ] Rappel de 24h Hommes 1,96 g/jr <2mg 1)Substituts de produits
2002 10 pays européens Femmes 2,65 glir laitiers au soja
35955 participants EPIC 1,5% hommes 2)$ubstituts de viande au
35-74 ans 2,1% femmes soja
Flommes 36% Groupe “health conscious”
Femmes 64% (vegetarians):
35% hommes
24% femmes
Peterson 2003 Greéce FFQ 0,20 mg
(10-90%me %=
0,01-0,80)
Forme aglycone
Keinan Boker Pays-Bas FFQ Médiane=0,00 Médiane=0,355 mg Médianes : Pois, haricots  secs,
2002 17357 femmes Moyenne=10,62 mg Moyenne=0,881 mg Génistéine 0,141mg (0,091-0,224) céréales, café/thé,
50-69 ans (£12,28) Forme aglycone Daidzéine 0,134 mg (0,094-0,191) | aliments a base de soja,
Formononétine 0,079 mg (0,055- | fruits secs
0,117)
Biochanine-A 0,001 mg (0,0008-
0,0017)
Formes aglycones
Keinan-Boker Pays-Bas FFQ Médiane'°=0,37 mg
2004 15555 femmes (25-75%me %= 0,26-0,54)
49-70 ans Forme aglycone
Linseisen 2004 | Allemagne FFQ Médiane= 0,289 mg " Médianes : Gén+Daid=0,172mg | Pousses soja,
Femmes non ménopausées (25-75¢me %= 0,173-0,414) | (25-75¢™ %=0,101-0,270) légumineuses,  sauce
Forme aglycone Formes aglycones soja, café
Mulligan 2002 Angleterre Recueil Aliments au soja 0,680 mg (+687) Génistéine=55%

10soflavones = génistéine + daidzéine + formononétine + biochanine A

" Isoflavones = génistéine + daidzéine + formononétine + biochanine A (valeurs de 666 témoins)
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Chapitre estimation v imprimeur IV

Référence Pays, population Outil de Aliments Protéines Isoflavones Isoflavones Sources
’ mesure a base de soja de soja (total) (individuelles) alimentaires
335 hommes et femmes alimentaire de 7 | consommés par 4% de la (5-956me%=0,155-1,510) Daidzéine=45%
45-64 ans jours population = génistéine + daidzéine Formes aglycones
Forme aglycone
Grace 2004 Angleterre Recueil Médiane Génistéine :0. 247 mg
1674 femmes, 45-75 ans alimentaire de 7 Daidzéine : 0,205 mg
jours Formes aglycones
Van  Erp-Baart | Europe, 4 pays : Recueil Formes aglycones
2003 Irlande 1379 alimentaire de 2 Non consommateurs de
ltalie 1513 ou 7 jours et table soja :
Pays-Bas 4085 de composition Ilande 0,545mg +0,337
Royaume-Uni 335 VENUS Italie 0,554mg +1,072
Pays-Bas 0,683mg +0,372
Royaume-Uni 0,602mg
+0,350
Consommateurs de soja :
Ifande (n=42) 5,996mg
18,123
Pays-Bas (n=85) 11,111mg
+6,728
Royaume-Uni (n=15)
3,176mg +4,034
Valsta 2003 Finlande Rappels de 24h 0,788 mg +0,673 Génistéine 0,482mg +0,381
1361 hommes et 1501 (étude FINDIET Forme aglycone Daidzéine 0,306 mg +0,291
femmes, 25-64 ans 1997) et table Formes ag|yc0nes
de composition
alimenatire Fineli
POPULATIONS MIGRANTES
Horn-Ross 2000 | USA FFQ 2,872 mg Génistéine 1,483 mg Tofu, tonyu, aliments a
447  femmes  (origine Forme aglycone Daidzéine 1,281 mg base de soja
africaine ou latine, Formononétine 0,029 mg
blanches) Biochanine-A 0,079 mg
50-79 ans Formes aglycones
Horn-Ross 2001 | USA FFQ 3,326 mg Tofu, beignets, tonyu,
Baie de San Francisco Forme aglycone 2 pain
1657 femmes  (origine
africaine ou latine,

blanches) 35-79 ans

12 soflavones = génistéine + daidzéine + formononétine + biochanine A (valeurs de 1610 témoins)
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Référence Pays, population Outil de Aliments Protéines Isoflavones Isoflavones Sources
’ mesure a base de soja de soja (total) (individuelles) alimentaires
Wu 2002 USA, Los Angeles Questionnaire 18,7 mg Soja (tofu 60%, tonuy
Américaines d'origine | alimentaire et (£22,1) 12%, miso 9%, graines
asiatique ou émigrantes entretien de soja 5%, plats au soja
(tofu a 5%)
I'adolescence  +
aliments soja a
I'age adulte)
Américaines d’origine 14,3 mg (£14,3)
asiatique (Chine 11,6 mg, Japon 15,3 mg,
Philippine 7,5 mg)
Asiatiques émigrées aux 20,4 mg (£24,3)
USA (Chine 29,2 mg, Japon 26,6 mg,
Philippine 9,4 mg)
Greendale 2002 | USA FFQ Formes aglycones Tous produits dérivés du
Chinoises : 200 Japonaises soja chez les asiatiques
Japonaises : 227 G : Ech.total: 10.820+10.217 mg mais seuls fermentés
Conso :10.868: 10.214 chez les Japonaises
D : Ech.total: 7.539£7.793 mg
Conso :7.573+7.794
Chinoises :
G : Ech.total: 5.787+6.736 mg
Conso :5.81716.741
D : Ech.fotal: 3.001+£18013488 mg
Conso :3.016+4.491
dos Santos-Silva | Angleterre FFQ 0,264 mg 3 1) pain
2004 Femmes originaires d'Inde (10-90éme %=0,074-1,053) 2) légumes

Forme aglycone

3) légumes secs

13 Isoflavones = génistéine + daidzéine (valeurs de 475 témoins)
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Biodisponibilité des phyto-estrogénes

Catherine Bennetau-Pelissero, Jacques Tulliez

Les éléments intervenant dans la biodisponibilité des phyto-estrogénes conditionnent les doses de
sécurité, les doses efficaces, et la cinétique de délivrance de ces molécules sur le site ou elles
sont actives. La détermination des relations entre doses ingérées et doses circulantes est donc
centrale pour pouvoir prédire un effet physiologique et le mode de prise' de ces substances. Le
fait qu’elles soient absorbées et utilisées par I'organisme pour produire une activité estrogénique
dépend de plusieurs facteurs et de plusieurs étapes. Schématiquement, ces facteurs et étapes
incluent : la forme chimique de la molécule lors de son absorption, les processus mis en ceuvre
lors de son absorption et de son métabolisme, et enfin son transport dans I'organisme jusqu’aux
cellules ou I'activité peut se produire. La biodisponibilité est également le reflet de I'élimination des
composés. La quantité de composés biodisponibles est ainsi la résultante d’'une absorption orale,
d’'un métabolisme, d’'une résorption15 intestinale et d’'une élimination fécale et urinaire.

Parmi les éléments a souligner de prime abord, notons que les phyto-estrogénes ne sont généralement
pas présents dans les plantes sous une forme biologiquement active. Dans de nombreux cas, les
molécules présentes dans la plante sont liées a des glucides sous forme glycosides (soit les formes
glucoside, malonyl et acétyl) ou sous formes de précurseurs (matairésinol, secoisolaricirésinol,
laricirésinol pour les lignanes, daidzéine pour I'équol). lls acquiérent leur activité estrogénique a la suite
d’'une transformation métabolique par la flore bactérienne intestinale (Xie 2003), ou par les enzymes
entérocytaires. La voie d’administration est donc cruciale, et un composé actif par voie orale comme par
exemple la fomononétine, peut ne pas I'étre par voie intraveineuse (Braden 1967). Notons également les
limites inhérentes aux modéles in vitro : ces tests ne permettent pas de mettre en évidence de fagon
exhaustive les phénoménes liés a 'absorption des molécules, et a 'activité métabolique présente dans le
tube digestif et dans le foie, ou aboutissent tous les composés ingérés par voie orale. Il en résulte que
des molécules actives in vitro ne sont pas nécessairement actives dans l'organisme, tout comme a
linverse, l'activité métabolique dans I'organisme peut conférer a la substance absorbée une activité qui
ne sera pas révélée par les tests in vitro utilisés (Bennetau-Pelissero 2004). En outre, il existe une
certaine spécificité tissulaire de I'activité estrogénique, qui peut ne pas étre reproduite par les modéles in
vitro utilisés. C’est ainsi que I'équol, aujourd’hui considéré comme estrogénique, est passé pour un
compose inerte au moment de sa découverte dans l'urine de jument (Marrian 1932). Enfin, soulignons
que les phyto-estrogénes étant inclus dans les végétaux alimentaires, les éventuels effets de la matrice
sur la biodisponibilité doivent étre pris en considération.

Les étapes clés (ingestion, absorption, déterminants des taux circulants et urinaires) seront
présentées, avant d’analyser le détail des données chiffrées disponibles, et de discuter les
biomarqueurs d’exposition utilisés dans ce domaine.

I- Mécanismes en jeu (voir figure 1)
I-1 Absorption et métabolisme intestinal

Dans les matrices végétales, les phyto-estrogénes sont généralement liés a des sucres (voir figure 2A).
Hormis quelques cas décrits dans la littérature concernant le passage direct de flavonoides glycosylés
dans la circulation sanguine, les composeés glycosylés qui entrent dans l'organisme par voie digestive
sont généralement déglycosylés et la déglycosylation est un préalable a 'absorption par les entérocytes
(Hollman 1997). L’étape de déglycosylation est également fondamentale car elle intervient directement
sur l'efficacité du passage des substances dans le sang : chez 'THomme, la déglycosylation concerne 1 et
50% seulement des flavonoides ingérés (Hollman 1995). Pour les isoflavonoides, il semble que la
transformation soit quantitative (Rowland 2003) et donc que tous les glycosides soient hydrolysés dans le
tube digestif. Enfin, le métabolisme par la flore colique peut intervenir de fagon fondamentale dans
lactivitt des substances ingérées en générant des métabolites inactifs comme la o-desmethyl
angolensin ou le p-éthyl phénol et des métabolites actifs comme I'équol.

14 généralement appelée « cure » par les industriels qui proposent des compléments alimentaires incluant ces substances

15 résorption : transfert du compartiment intestinal au compartiment plasmatique ; c'est la phase ascendante de la courbe cinétique d'apparition des isoflavones
dans le sang.
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I-1-1 Les étapes de déglycosylation puis de glucuronidation

La déglycosylation dépend de plusieurs facteurs, notamment la solubilité de la molécule dans le
milieu intérieur et I'action des enzymes et des bactéries du tube digestif. La solubilité des phyto-
estrogénes déglycosylés (soit sous forme dite « aglycone ») dans les milieux aqueux est parfois
discutée. Compte tenu de ce que les phyto-estrogénes appartiennent tous a la grande famille
chimique des polyphénols, ils sont a ce titre considérés comme faiblement solubles dans l'eau, et
ce caractere peu hydrophile leur confére une plus grande facilité pour traverser les membranes
cellulaires, et par suite une meilleure biodisponibilité potentielle (Izumi 2000). Les composés de
fagcon quasi générale doivent étre sous forme aglycones pour passer la barriére intestinale et
il existe donc un délai lié a leur déglycosylation avant qu’ils n’entament leur résorption aprés avoir
été ingérés sous forme de glycosydes (Setchell 2001). La différence de biodisponibilité entre les
formes aglycones et glycosylées tient ainsi essentiellement a leur délai d’apparition dans le sang
(résorption), la forme d’ingestion jouant donc probablement un role essentiellement en terme de
cinétique de délivrance de la molécule absorbée au site d’action. Concernant le mécanisme de
déglycosylation lui-méme, on pensait initialement que les bactéries du tube digestif en étaient
responsables. Si ces bactéries semblent effectivement intervenir (Setchell 2002), plusieurs
considérations aménent aujourd’hui a considérer le réle prépondérant des enzymes entérocytaires
(notamment la b glucosidase de la bordure en brosse). Tout d’abord, on sait que ces enzymes
sont trés fortement exprimées sur la bordure en brosse au niveau du jéjunum (Day 1998). D’autre
part chez le nourrisson dont la flore intestinale est trés peu développée, les isoflavones passent la
barriere intestinale (Setchel 1997), et elles ne peuvent la passer qu’apres déglycosylation (Day
1998). Enfin, une absorption jéjunale est en accord avec les cinétiques d’apparition aprés
ingestion. Pour les isoflavones, le Tmax'® aprés ingestion se situe entre 4 et 6 heures. Pour les
lignanes, les chalcones et le coumestrol, les suivis cinétiques restent a faire. A ce jour, aucune
étude n’a rapporté la présence de glycosides dans les féces, ce qui laisse a penser que les
glycosides sont hydrolysés avant élimination fécale. Enfin, 'absorption pourrait étre dans certains
cas conditionnée a une étape de glucuronidation d’'une partie des composés, au niveau de
l'entérocyte lui méme. Cette étape a été démontrée chez le Rat (Crespi 2001) dans des
expériences d’intestins isolés perfusés et par ailleurs des glucuronides d’isoflavones ont été dosés
dans la circulation porte hépatique conduisant les composés absorbés par les entérocytes
jusqu’au foie (Aldercreutz 1986a et 1986b). Le passage au foie pourrait comme pour d’autre
polyphénols emprunter la voie portale ou la voie lymphatique en fonction du statut postprandial ou
postabsorptif (figure 1). Mais ceci reste une hypothése qu’il faut encore explorer. Cette
glucuronidation partielle peut étre a I'origine d’'une faible partie des glucuronides observés dans les
féces, elle conduirait donc d’apres Crespi (2001) a une sous-évaluation de I'absorption intestinale.

A titre de bilan net ingestion/excrétion, il faut noter que dans le cas des lignanes, la différence observée
entre les quantités ingérées et les quantités excrétées par l'organisme ont amené certains auteurs a
examiner plus précisément les sources connues de ces substances. En effet, il semble qu'outre les
apports liés a la consommation de lin ou aux autres pourvoyeurs de précurseurs connus des lignanes
(secoisolaricirésinol, matairésinol, laricirésinol...) ceux-ci puissent provenir du catabolisme des lignines.
Les lignines sont des molécules complexes issues de la condensation d’unités de base polyphénoliques
qui constituent une part importante de la paroi des cellules végétales, il est donc trés important de les
prendre en compte dans les régimes végétariens (Begum 2004 ; Nicolle 2002).

I-1-2 Notion de premier passage

L'origine de la daidzéine colique qui chez 'Homme est ensuite transformée en équol, n'est pas
complétement connue : une part peut provenir d’'un pool ayant passé l'intestin gréle sans étre absorbée,
l'autre peut provenir d’'une excrétion biliaire. Une partie de la daidzéine est en effet absorbée au niveau
jéjunal, passe dans le sang porte puis est prise en charge par le foie; elle est ensuite pour partie
excrétée (principalement sous forme de conjugués) dans la bile, laquelle rejoint le duodénum via le canal
cholédoque. C’est le phénoméne de premier passage.

16 Tmax : temps (généralement en heures) auquel on observe la concentration plasmatique maximale.
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I-1-3 Métabolisme par la flore colique

D’autres biotransformations peuvent intervenir aprés I'absorption. Un peu plus loin dans le célon,
la flore bactérienne symbiote peut notamment étre responsable de transformations métaboliques
particulieres. C’est le cas de la transformation de la biochanine A en génistéine, de la
formononétine en daidzéine puis en équol (Setchel 1998) et du pinorésinol, du laricirésinol, du
matairésinol et du secoisolarricirésinol en entérolactone et entérodiol (Xie 2003). L’équol est une
molécule souvent mise en avant dans les publications parce qu’elle semble étre I'un des
composés les plus importants en terme d’activité (Setchell 2002) et parce que les études chez
'animal de laboratoire (rat, souris, hamster, porc ou singe) ont montré que la grande majorité des
espéces était capable de le produire. Toutefois, les études dont nous disposons aujourd’hui
montrent qu’a linverse les humains ne sont pas systématiquement capables de transformer la
daidzéine en ce métabolite (Rowland 2000) : la proportion de producteurs d’équol est de 'ordre de
30 a 40% chez les occidentaux (Bennetau-Pelissero 2003, Setchell 2002). Elle est égale ou
légeérement supérieure chez les asiatiques suivant les études : Uchiyama (2001) cité par Setchell
(2002) rapporte une proportion de producteurs d’équol de 53,5% chez les femmes japonaises. Si
I'estimation de cette proportion peut étre fonction de la sensibilité des méthodes d’analyse utilisées
pour détecter I'équol, il n’en reste pas moins que la difference Homme/animal observée conduit a
étre prudent pour ce qui concerne la transposition a ’'Homme des effets démontrés chez I'animal.

I-2 Le métabolisme hépatique

Les composés (glucuronidés ou non) passent ensuite dans la circulation porte hépatique. Au
niveau du foie, ils vont étre pris en charge par les enzymes de détoxification de phase Il ainsi que
par des enzymes de phase |. Ces enzymes participent classiquement a I'élimination, notamment
des stéroides et des polyphénols. Les différentes étapes du métabolisme hépatique n’ont pas été
étudiées, loin s’en faut et encore moins chez 'Homme, pour tous les phyto-estrogénes. On sait
que les enzymes de phase | qui interviennent sur certains phyto-estrogénes sont plutét des
enzymes d’hydroxylation (Kulling 2001, Peng 2003). Des enzymes de phase Il interviennent
également pour une activité de glucuronidation ou de sulfatation des composés, I'un ou l'autre des
processus étant majoritaire en fonction des especes. Chez les mammiféres, ce sont plutét des
processus de glucuronidation (trés efficaces car rapides et peu saturables) qui sont mis en jeu. Les
enzymes de phase Il, comme les UDPGT (Uridine diphospho glucuronyl transférase) ou les
sulfotransférases fixent sur les fonctions hydroxyles natives ou néo-formées par les enzymes de
phase |, des groupements glucuronides et/ou sulfates. Ce faisant, la solubilit¢ des composés
augmente dans I'eau en méme temps que le rapport atomes d’oxygéne sur atomes de carbone.
Cela favorise leur transport sanguin et finalement leur élimination urinaire. En ce qui concerne les
isoflavones, il en résulte que les formes majoritaires des composés circulants dans le plasma sont
des formes glucuro-conjuguées et sulfo-conjuguées (Shelnutt 2002 , Zhang 2003). La molécule
dont la conjugaison semble étre la plus faible est I'équol. Ceci est peut étre lié a sa structure
particuliere, dotée a l'inverse de ses molécules parentes d'un carbone asymétrique et d'une
structure non plane (Setchell 2002). Chez le Rat, Sfakianos (1997) a montré qu’une partie des
métabolites hépatiques passent dans la bile (notamment ceux issus des transformations de phase ). lls
sont ensuite excrétés dans l'intestin, ou ils peuvent subir une ré-absorption (voir figure 1).

I-3 Variabilité des mécanismes en jeu de I’absorption a I’excrétion

La faculté des molécules a passer la barriére intestinale dépend donc des activités enzymatiques
intestinales, de la solubilit¢é des composés (notamment dans les lipides de la membrane des
cellules épithéliales), des interactions qu'ils tissent avec les autres constituants du bol alimentaire,
et de la vitesse de transit dans les voies digestives. La plupart de ces paramétres sont sujets a une
certaine variabilité.

Les activités enzymatiques résultent d’'un polymorphisme génétique propre a chaque individu,
chaque espéce, mais aussi d’'une adaptation a trés long terme au régime alimentaire. Concernant
ce dernier point, Aldercreutz (1986a) ont ainsi montré que des femmes sous différents régimes
présentaient des taux plasmatiques globalement différents pour une méme prise, et Setchell
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(1985) a montré que les taux d’équol excrétés par des non végétariens aprés une prise de soja
sont proportionnellement plus élevés que ceux excrétés par des végétaliens habitués a ce régime.
Il est fondamental de garder cette notion a I'esprit lors de la comparaison de populations ayant des
habitudes alimentaires différentes.

La difficulté d’interprétation liée aux interactions alimentaires est en partie contournée dans
certaines études ou situations ou les phyto-estrogénes sont administrés sous forme d’extraits
enrichis ou de composés aglycones pures. En tout état de cause, la forme d’administration des
phyto-estrogénes doit étre prise en compte lors de interprétation des résultats.

Le transit varie en fonction des espéces, de I'dge des individus, de la nature plus ou moins riche
du régime en fibres, et de la richesse et de I'état de la flore colique. Ce processus est hautement
variable d’'une molécule a l'autre, d’'une espéce a l'autre, d’'un individu a l'autre. Il n’est donc pas
surprenant que les premiers travaux rapportant des taux plasmatiques ou urinaires de phyto-
estrogénes aient mentionné des variations inter-individuelles majeures (Aldercreutz 1982).

Compte tenu des activités enzymatiques qu'il est susceptible de mettre en ceuvre, le foie peut
influencer de fagon importante les taux circulants, par I'activité enzymatique qu’il met en oeuvre.
L’activité métabolique est, l1a encore, influencée par le polymorphisme génétique des espéces et
des individus. Elle peut également étre modulée par la présence de stéroides ou d’autres
xénobiotiques, et notamment des polyphénols. Ainsi, les études de biodisponibilité et/ou de
pharmacocinétique bien construites tendent a réduire la prise de polyphénols concomitante de
celle des phyto-estrogénes. Enfin, dans certains cas, on peut se poser la question de la saturabilité
qui pourrait entre-autres expliquer des variations interindividuelles de la proportion des différentes
formes circulantes. Cette fois, c’est non seulement le régime alimentaire, mais aussi les situations
environnementales des individus et l'exposition éventuelle a des xénobiotiques de nature
polyphénolique, qu'il faut prendre en compte. En effet, dans nombre de cas, des xénobiotiques
polyphénoliques peuvent étre pris en charge par les mémes systémes de détoxification que ceux
qui prennent en charge les phyto-estrogénes (Court 2002). On peut également suspecter I'effet de
certains de ces composeés sur les enzymes de phase | ou Il, avec dans certains cas une
augmentation de leur activité, dans d’autres au contraire, des inhibitions non compétitives.
L’élimination rénale est également peu étudiée mais elle met en ceuvre des enzymes qui
dépendent du polymorphisme génétique de chaque espéce et de chaque individu. Elle peut
évidemment étre influencée par la quantité d’eau ingérée par unité de temps; les mesures
urinaires doivent donc étre rapportées a celles d’'un marqueur intrinséque comme la créatinine, ou
exogéne comme l'acide para-aminobenzoique (PABA), marqueur d’excrétion permettant de vérifier
qu’'on a bien recueilli la totalité des urines sur 24h). On voit donc que les taux urinaires sont
susceptibles de varier considérablement d’un individu a l'autre pour une méme prise alimentaire
(Xu 1995). Ainsi, les facteurs jouant sur I'excrétion rénale se surajoutent a ceux qui influent sur
I'absorption et la résorption plasmatique. On peut donc s’attendre a une moins grande variabilité
des taux plasmatiques par rapport aux taux urinaires, si les concentrations sanguines sont toujours
mesurées a la méme distance de la derniére prise alimentaire.

Il- Les concentrations circulantes et urinaires

I1-1 Les différentes formes circulantes

= Les différentes formes (tableau 1) et leurs activités

Les formes conjuguées (formes glucuro et sulfoconjuguées) sont des formes d’élimination, considérées
comme inactives. Chez 'Homme, elles sont les plus importantes en pourcentage et représentent 60 a
90% de la fraction circulante (Shelnutt 2002). Pourtant, les études cinétiques ne recherchent pas ces
molécules en tant que telles, mais I'analyse porte sur les aglycones totaux aprés une hydrolyse des
conjugués et elle donne une concentration globale de composés circulants. Du fait des faibles
concentrations plasmatiques généralement observées, il est difficile de procéder a des analyses HPLC-
MS directes sur du plasma entier et 'on est obligé de réaliser préalablement une phase d’extraction qui,
dans la plupart des cas, altére les molécules et entraine au moins une hydrolyse partielle des conjugués.
Aussi, plutét que de communiquer des résultats entachés d'erreur, les auteurs préférent raisonner sur
Fensemble des fractions (conjugués + aglycones) en ramenant tout en composés non-conjugués
(équivalents aglycones).
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Ainsi, une ingestion de 10 mg/kg poids corporel/j chez un rat, entraine des concentrations plasmatiques
de 1uM. Chez 'THomme, cette méme concentration est atteinte avec moins de 1mg/kg pc/j. Ainsi pour 50
mg de génistéine ingérés (moins d’'1mg/kg pc), Setchell 2001 trouvent une Cmax plasmatique de 1,26
MM et pour 50 mg de daidzéine, ils trouvent une Cmax plasmatique de 0,76 uM. Ainsi, malgré 'absence
de connaissances comparatives a ce jour entre le métabolisme des isoflavones chez I'animal et 'homme,
on se fiera aux concentrations plasmatiques obtenues aprés une ingestion de soja ou d’isoflavones chez
animal pour une éventuelle transposition de ses effets a 'THomme. Toutefois, il est troublant de constater
que des prises d’isoflavones conduisant a des concentrations plasmatiques totales de 1 a 3 uM, ont des
effets sur le sein, les bouffées de chaleur, la sécrétion de LH ou l'os (voir les autres chapitres de ce
travail). Or, si 'on ne considére que les formes non-conjuguées, il faut conclure des données disponibles
que les concentrations plasmatiques efficaces seraient de I'ordre de 10 a 120 nM. Ceci va a I'encontre de
la grande majorité des résultats obtenus in vitro. Ainsi, soit les doses efficaces in vitro ne reflétent pas la
véritable activité des molécules et on sous-estime donc leur efficacité, soit il faut envisager que les
formes conjuguées peuvent localement étre dé-conjuguées au moins par certains tissus cibles. Ce
mécanisme participerait alors a la spécificité tissulaire des molécules. Il n’est pas possible de trancher
dans un sens ou dans l'autre en I'état actuel de nos connaissances.
» Lijaison a des protéines

La fraction non conjuguée n’est pas libre dans le plasma. La faible solubilit¢ des phyto-estrogénes dans
le plasma, et leur polarité proche de celle des stéroides, ameénerait a une distribution plasmatique proche
de celle des hormones stéroidiennes naturelles. Ainsi, en plus des formes conjuguées, une fraction des
phyto-estrogénes sera liée par des liaisons de faible énergie (liaisons hydrogenes ou force de Van der
Waals) a des protéines plasmatiques, la plus importante étant 'albumine. Ce pool de molécules est en
fait en équilibre avec un pool de molécules libres dans le plasma, il reste de ce fait vraisemblablement
assez constant. En outre, les isoflavones peuvent étre transportées dans le sang par la Sex hormon
binding globulin (SHBG). Cette glycoprotéine hépatique lie originellement l'estradiol avec une forte
affinité, et la testostérone avec une affinité deux fois plus forte que [l'estradiol (voir chapitre
« Mécanismes »).

1I-2 Biodisponibilité au niveau cellulaire

La biodisponibilit¢ des phyto-estrogénes au niveau cellulaire n'est pas simple a prévoir. Les
concentrations de molécules libres a ce niveau sont fonction du débit sanguin et/ou lymphatique, et de
l'aptitude des composés a entrer dans les cellules elles-méme. Si les composés libres entrent dans les
cellules, il se crée localement un déséquilibre entre la fraction liée a 'albumine et la fraction libre qui tend
alors a se reconstituer. Ces processus participent a la spécificité tissulaire des molécules. L’équilibre
entre la fraction libre et celle liée a I'albumine peut éventuellement étre déplacé par la présence en
abondance d’autres polyphénols de polarité voisine puisque la liaison aux protéines n’est pas spécifique :
c’est un exemple de linfluence que peut avoir la composition du bol alimentaire sur la biodisponibilité des
phyto-estrogénes. Par ailleurs la liaison aux protéines porteuses des stéroides (SHBG) intervient dans la
biodisponibilité au niveau cellulaire. Pour les isoflavones I'affinité pour la SHGB est en général 1000 fois
inférieure a celle des stéroides. Les rapports de concentrations dans le plasma étant de cet ordre, on ne
peut complétement ignorer ce processus bien que les études cinétiques n'aient rapporté a ce jour qu'une
cinétique monocompartimentaire. Pourtant, d’aprés les travaux de Martin (1995), cette liaison serait non
spécifique (pour certains composés en tout cas) et modifierait la conformation tridimensionnelle de la
SHBG et son Kd pour la testostérone. La conséquence de la liaison des isoflavones a la SHBG est donc
difficile a prévoir sur le plan physiologique? Va-t-elle influencer les concentrations circulantes de
stéroides ? Des données plus précises sur ces points seront données dans le chapitre « Effets
hormonaux ».

1I-3 Les études de pharmacocinétique

Classiquement les études pharmacocinétiques sont réalisées en deux temps. On procéde d’abord a des
ingestions isolées (dites « en prise unique »), puis a des ingestions réitérées. On ne dispose pas
aujourd’hui de cinétique compléte comportant les deux approches dans une étude unique et donc
congue idéalement pour réaliser une courbe pharmacocinétique. Toutefois, a partir des différentes
données publiées, un « puzzle » peut étre élaboré pour se faire une idée de cette cinétique. Les données
pharmacocinétiques disponibles chez ’lHomme sont récentes, car les techniques d’analyse performantes

-83-



permettant de détecter les concentrations circulantes des isoflavones dans le sang existent depuis moins
de 10 ans (voir le chapitre « Techniques d’analyse »). Aujourd’hui des données existent sur les
isoflavones administrées en prise unique (Shelnutt 2002 , Setchell 2001, Watanabe 1998) mais aucun
travail de suivi cinétique en doses réitérées n'a été fait a ce jour. On dispose de certaines études qui
rendent compte des taux circulants chez 'Homme (données ponctuelles) aprés plusieurs jours ou
semaines d’ingestion d’isoflavones, mais pas de cinétique plasmatique en doses réitérées a proprement
parler. Les données sont tres fragmentaires pour les autres phyto-estrogénes. Enfin, les données sur les
taux de résorption concernent le modéle de laboratoire (Niemeyer 2003), ce qui est loin détre
transposable a 'Homme. En conséquence, les paramétres pharmacocinétiques que nous possédons et
notamment ceux concernant la distribution tissulaire ne sont pas fiables.

lI-3-1 Paramétres pharmacocinétiques lors d’un apport en isoflavones ;
doses plasmatiques et urinaires lors de prises uniques ou réitérées

1I-3-1-1 Méthodologie

Les paramétres disponibles lors de prises uniques, tels que Cmax'’, Tmax, AUC'®, % vie®,
sont listés dans le tableau 2. Pour construire ce tableau, nous n’avons retenu que les études de
pharmacocinétique classiques incluant des mesures des concentrations plasmatiques a différents
temps aprés l'ingestion. Les études sont peu nombreuses, toujours réalisées sur un petit nombre
de sujets (rarement plus de 10), et les techniques d’analyse mises en ceuvre ne sont pas toujours
identiques.

Par ailleurs, une compilation des données plasmatiques mesurées chez ’'Homme aprés
’administration de isoflavones en doses réitérées est donnée dans le tableau 3. Il s’agit de
concentrations plasmatiques telles qu’elles ont été rapportées par différents auteurs chez
différents types de sujets et aprés des expositions diverses. Les valeurs ont été mesurées de 8 a
12 heures aprés la derniére prise d’isoflavones. Les données fournies englobent 'ensemble des
formes circulantes. Dans ces études, l'objectif était uniquement d’évaluer la disponibilité
plasmatique. Il ne s’agit pas d’études cinétiques mais seulement de mesures ponctuelles lors
d’administrations chroniques. Compte tenu des temps d’exposition, on peut toutefois considérer
que les doses mesurées ne sont pas trop éloignées d’un « plateau pharmacocinétique »,
vraisemblablement fluctuant, car nous n’avons retenu que les études qui mentionnaient le temps
séparant la derniére prise alimentaire d’'isoflavones et la prise de sang. Il s’agit en général d’'un
intervalle de 12h, correspondant a une nuit de jeline. La demi-vie étant courte (6 a 8h pour les
phyto-estrogénes), les niveaux indétectables dans le plasma seront atteints 24 voire 36 heures
apres une ingestion unique, en fonction des doses ingérées (Watanabe 1998 , Setchell 2000). Une
administration répartie en 2 prises (matin et soir) est donc a méme d’induire des taux
circulants a T=12h supérieurs a ceux qu’entraineraient une prise unique, méme si la dose ingérée
est comparable. En outre, des moyennes ont parfois été recalculées a partir des données
originelles.

Enfin, quelques données collectées sur la relation quantité d’isoflavones ingérées — quantité
d’isoflavones excrétées chez ’'Homme sont données dans le tableau 4. Pour construire ce
tableau, nous n’avons considéré que les prises réitérées de fagon a nous placer dans les
conditions qui seraient celles d’'une consommation de compléments alimentaires a base d’extraits
de soja. Cest en effet le type de prise qui sera pratiqué. Les études mentionnées dans ce tableau
correspondent a des prises chroniques sur plus de 4 jours, et les informations sur la prise de
composés pouvaient étre considérées fiables. Quand il est simplement mentionné une prise de
soja ou un plat ou 3 plats de soja sans précision, les études n’ont pas été retenues. Enfin nous
n’avons retenu que les études présentant des valeurs d’excrétion en yM ou en mg par 24 heures,

17 Cmax : Concentration maximale de phyto-estrogénes atteinte dans le plasma aprés une ingestion.

18 AUC : Aire sous la courbe. Critére pharmacocinétique permettant par intégration de connaitre la quantité de composés passée dans le compartiment sanguin.
Elle permet notamment de donner des pourcentages de résorption pour les composés considérés.

19 1 vie : Elle caractérise les phases de résorption et d'élimination. C'est le temps nécessaire pour diminuer de moitié la concentration plasmatique.
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elles-méme corrigées soit par la créatinine soit par le PABA (p-aminobenzoic acid). Dans ces
tableaux figurent des moyennes qui ont parfois été recalculées a partir des données originelles.
Les valeurs urinaires mentionnées dans le tableau 5 sont toujours extrémement variables et il est
vivement conseillé de se reporter aux articles originaux pour mesurer 'ampleur du phénoméne et
notamment a celui de Cassidy (1994).

1I-3-1-2 Parameétres pharmacocinétiques

Les valeurs des parameétres pharmacocinétiques pour chacun des produits considérés varient
parfois d’'une étude a l'autre. Ceci peut étre di a des différences dans les techniques ou la
fréquence des mesures, cela peut également provenir de variations inter-individuelles. Ainsi le
Tmax varie suivant les composés et les études de 4,5 heures a 9 heures. Pour un méme composé
comme la génistéine par exemple, les variations ne sont pourtant pas trés importantes d’'une étude
a lautre (Tmax varie entre 4,4 et 6 heures). On peut toutefois conclure que la cinétique de
résorption intestinale, d’élimination rénale, et d’élimination biliaire, est relativement courte. En
conséquence, ces composeés ne sont pas susceptibles de s’accumuler de fagon considérable dans
les organismes. Selon les doses ingérées, les concentrations plasmatiques peuvent rester
significatives et mesurables dans les 24 a 36 heures qui suivent la prise. Dans le cas de prises
réitérées avec un intervalle de 12 heures entre les prises (matin et soir), il serait donc possible de
maintenir en prise chronique une fluctuation plasmatique autour d’une valeur moyenne appelée
« plateau pharmacocinétique ». La valeur de ce plateau varierait forcément en fonction de la
quantité de composé ingérée mais pour une consommation de 100 mg d’isoflavones en deux
prises de 50 mg d’isoflavones matin et soir, on obtiendrait des concentrations plasmatiques de
'ordre de 4 pM.

1I-3-1-3 Différences de concentrations plasmatiques entre les Occidentaux et les
Asiatiques

Chez I'Homme, d’aprés les études disponibles (tableau 3 et figure 3), les concentrations
plasmatiques moyennes mesurées aprés une exposition chronique sont supérieures chez les
Occidentaux a celles mesurées chez les Asiatiques pour une prise alimentaire comparable. Ainsi,
rares sont les études rapportant chez les Asiatiques des concentrations plasmatiques
d’isoflavones supérieures a 1 uM alors que de nombreux travaux estiment que les concentrations
plasmatiques des Occidentaux consommant du soja oscillent de 0,3 a 3,5 uM. Ceci n’est pas
retrouvé pour des ingestions uniques aprés une longue période de « wash-out » (Setchell 2001,
Watanabe 1998), conditions conduisant alors a des paramétres pharmacocinétiques tout a fait
comparables. Si 'on admet que dans tous les cas les prélevements plasmatiques sont réalisés au
plus 12 heures aprés la derniére prise d’isoflavones, cela suggére une adaptation métabolique des
Asiatiques. Il pourrait donc étre fait I'hypothése, que chez les Asiatiques aprés une exposition
chronique, des mécanismes se mettent en place, soit pour réduire I'absorption soit pour accélérer
I'élimination. A ce titre Zheng (2003) a pour sa part montré une différence entre Asiatiques et
Occidentaux dans l'activité bactérienne intestinale métabolisant la daidzéine. En substance, il
pourrait étre supposé qu’une proportion significative de sujets asiatiques posséde une flore
intestinale capable de cataboliser rapidement la daidzéine. Ce mécanisme serait-il responsable
des différences notées sur les taux plasmatiques ? Ceci mérite d’étre étudié étant donné la
méthodologie ex vivo utilisée dans cette étude. Dans tous les cas, les mesures ont été faites chez
des personnes consommant régulierement du soja ou des extraits d’isoflavones sans jelne
prolongé avant la mesure. Les concentrations circulantes sont en général obtenues aprés une nuit
de jeline et correspondent donc a des valeurs plutot basses. Toutefois, quand on raisonne sur des
études différentes il est également possible que des effets liés aux méthodes de dosage soient a
l'origine des différences de concentrations plasmatiques que I'on mesure entre Asiatiques et
Occidentaux. Notons tout de méme que plusieurs résultats ont été obtenus dans les deux
populations avec la méme méthode (celle I'Adlercreutz) (Adlercreutz 1993, Adlercreutz 1999,
Gooderham 1996) et qu’ils confirmeraient cette différence. En revanche, les résultats n’ont pas été
obtenus avec la méme chronologie de prélevements ni dans le méme contexte et ne sont donc
pas strictement comparables.
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lI-3-2 Données pharmacocinétiques obtenues chez I'animal (isoflavones et
entérolactone)

11-3-2-1 Méthodologie

Le tableau 5 donne la relation quantité d’isoflavones ingérée — quantité d’isoflavones
circulante chez des animaux de laboratoire. La forme sous laquelle les isoflavones sont
administrées (glycosides, aglycones, équivalent aglycone) est rarement précisée: seules 2
d’études donnent ces précisions clairement. Nous sommes donc partis du principe que sous le
vocable génistéine et le vocable daidzéine, les auteurs désignaient bien les composés aglycones.
Ceci reste toutefois sujet a caution : il est possible que des erreurs subsistent si dans les études
citées ici les complémentations ont été préparées a partir d’extraits non clairement identifiés.

Pour les composés autres que les isoflavones, peu de données sont encore disponibles chez
'Homme. Nous proposons dans le tableau 6 la relation ingéré — circulant obtenue chez
I’animal pour certains phyto-estrogénes de la famille des lignanes et des entérolactones.
Ces données sont présentées avec toute la variabilité due aux individus a laquelle s’ajoute celles
inhérentes aux conditions de dosage.

1I-3-2-2 Comparaison animal/humain

Les taux circulants de l'ordre du pM ne sont pas atteints avec les méme quantités ingérées
rapportées au poids corporel chez 'Homme et chez I'animal de laboratoire. En régle générale, les
quantités ingérées doivent étre 10 fois supérieures au moins chez les rongeurs, par rapport a
celles qui sont nécessaires chez ’'Homme. Ainsi, des concentrations plasmatiques de 0,2 a 5 ym
sont observées chez 'lHomme qui consomme des aliments a base de soja, pour des quantités
ingérées d’isoflavones de 5 a 150 mg/j (soit 0,1 a 3 mg/kg pc/j). Pour atteindre des concentrations
similaires chez le rat, il faut des expositions de 10 a 20 mg/kg pc/j. La transformation de la
daidzéine en équol chez les animaux de laboratoire n’explique pas a elle seule la différence entre
'Homme et l'animal. En effet, si I'on tient compte des isoflavones et de I'équol, la somme des
concentrations chez I'animal soumis a 0,1 a 3 mg/kg pc/j reste toujours inférieure a celle mesurée
chez 'Homme pour la méme prise. Pour finir, il est important de rappeler qu’il faut tenir compte de
ces concentrations plasmatiques dans linterprétation des données obtenues in vitro. En effet, ces
tests peuvent permettre la mise en ceuvre de concentrations de phyto-estrogénes allant du
picomolaire au millimolaire. Toutefois, les concentrations supérieures a 10 uM sont extra-
physiologiques si I'on raisonne sur une prise d’isoflavones alimentaires, et ne peuvent en aucun
cas étre utilisées pour étudier les effets possibles d’'une exposition de 'Homme par voie
alimentaire. Par ailleurs, a partir de la concentration du millimolaire, la faible solubilit¢é des
polyphénols devient rédhibitoire et on observe souvent a ces concentrations des phénoménes
aspécifiques liés a la précipitation des composés dans le milieu de culture.

11-3-2-3 Variabilité des taux circulants d’isoflavones chez I’animal

Concernant les isoflavones, molécules pour lesquelles on dispose du plus de données a ce jour,
on observe qu'il existe des différences de taux circulants chez I'animal en fonction de I'age, du
stade physiologique et du sexe. Ceci ne semble pas étre le cas chez 'Homme (voir tableau 3). Si
aucune explication claire n’est avancée a ce jour pour expliquer cet état de fait, on a vu
précédemment que les phyto-estrogénes pouvaient interagir avec des enzymes ou les SHBG, et
'on peut donc dans certains cas imaginer des phénoménes de synergie ou de compétition avec
les stéroides sexuels endogénes pour expliquer une influence du sexe et des stades
physiologiques sur les concentrations plasmatiques de phyto-estrogénes.

llI- Taux urinaires et plasmatiques en tant que bio-marqueurs d’exposition

Plusieurs auteurs considérent que les taux circulants ou urinaires présentent une corrélation
positive avec I'exposition alimentaire aux phyto-estrogénes (Lampe, 2003, Ritchie 2004a, Ritchie
2004b). De méme, certains travaux réalisés avec des prises d’isoflavones faibles (< 28 mg/j)
montrent une corrélation significative entre concentrations plasmatiques et concentrations urinaires
(Grace 2004, Ritchie 2004a, Ritchie 2004b). Ceci n'est pas prouvé pour les doses alimentaires élevées.
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L’analyse des données révéle que les taux urinaires refletent globalement la quantité ingérée
puisqu'on ne retrouve que peu ou pas d’isoflavones chez les non-consommateurs de soja
(Axelson 1982a, 1982b, 1984) et qu’'une consommation de lin aboutit invariablement a une
augmentation des taux de lignanes urinaires et plasmatiques (Axelson 1982b). Toutefois compte
tenu de la grande variabilit¢ des phénoménes impliqués dans la biodisponibilité et notamment
avec les doses ingérées fortes il semble difficile d’utiliser les concentrations urinaires comme un
reflet objectif des doses ingérées d’isoflavones. En tout état de cause, les concentrations urinaires
seront plus représentatives d’'un phénomeéne d’élimination sur la durée. On collecte donc
généralement les urines de 24 heures et on cherche également a normaliser cette excrétion en la
ramenant soit a la concentration de créatinine soit a celle du PABA. Certains auteurs montrent
l'intérét de ce type de collecte et/ou de normalisation dans le cas d’ingestion de faibles quantités
d’isoflavones (Grace 2004, Ritchie 2004a, 2004b).

A I'opposé, les variabilités interindividuelles décrites précédemment tant au niveau de la résorption
intestinale que de l'activité métabolique hépatique et rénale indiquent que pour une méme dose
ingérée, les taux urinaires excrétés peuvent étre trés variables allant de 1 a 2,5 pour Xu (1994) et
de 1 & 16 pour Cassidy (1994). En outre, des prélévements urinaires isolés, réalisés a des temps
variables par rapport a la derniére prise alimentaire, ont peu de sens si 'on n’a pas pris la peine de
les ramener a un taux d’excrétion urinaire de référence. Il faut en tenir compte dans l'interprétation
d’études épidémiologiques portant sur la relation éventuelle entre un phénomeéne pathologique et
des concentrations urinaires de phyto-estrogénes.

Pour interpréter ces valeurs il faut revenir a I'étude individuelle des quantités de composés
ingérées, absorbées, résorbées, métabolisées au niveau hépatique ou encore éliminées au niveau
urinaire et fécal. Ce qui n’est pas excrété par voie urinaire est-il excrété par voie fécale sous forme
native ou métabolisée, ou au contraire maintenu dans le sang un peu plus longtemps ? Sur des
prises chroniques, les connaissances établies sur des xénobiotiques de type médicaments
montrent que le fait d’allonger la demi-vie conduit & augmenter le niveau du « plateau
pharmacocinétique ».

Les taux urinaires en eux-mémes n’indiquent qu'une seule chose, c’est a dire les quantités d’'un
produit éliminé par cette voie en un temps ou a un temps donné, et vouloir déduire des mesures
urinaires isolées un ingesta précis ou une concentration sérique précise, est souvent aléatoire. En
I'attente de données précises et fiables sur la pharmacocinétique de ces produits, il faut considérer
I'utilisation de ces mesures comme marqueur d’exposition avec beaucoup de circonspection.

Dans ce contexte, on voit tout I'intérét des mesures plasmatiques. En effet, pour peu que I'on
respecte des temps post-prandiaux identiques elles sont relativement stables dans le cas
d’'ingestions chroniques et notamment celles qui correspondent a la consommation de
compléments alimentaires (plateau pharmacocinétique). D’autres part, elles refletent mieux que les
taux urinaires ce qui atteint potentiellement la cellule. Ainsi, si I'ingesta contient plus de daidzéine
que de génistéine, on trouvera ce méme rapport dans le plasma alors que dans l'urine le rapport
pourra étre inversé. La connaissance de la cinétique des composés permet ensuite de modéliser
les taux circulants au cours du temps.

Conclusion

En l'état actuel des données, chez 'Homme, nous ne disposons que de quelques résultats
concernant la biodisponibilité des isoflavones de soja. Pour les autres composés il existe des
données chez I'animal et notamment le rat (T'2, Cmax, Tmax, AUC...) mais compte tenu des
particularités propres a chaque espeéce, elles présentent des limites pour une transposition chez
’Homme. Ainsi, il faut prévoir une ingestion de 10 mg/kg poids corporel /j d’isoflavones aglycones
chez un rat pour observer des concentrations plasmatiques de I'ordre de 1 pM (équol exclu). Chez
'Homme cette méme concentration est atteinte avec environ 1 mg/kg pc/j. Dans la mesure ou
cette transposition peut étre différente en fonction des modéles animaux étudiés, on se fiera plutét
aux concentrations plasmatiques obtenues aprés une ingestion de soja ou de phyto-estrogénes

chez Tlanimal pour une éventuelle transposition des effets a 'Homme puisque c'est cette
concentration qui sera effectivement susceptible d’atteindre les cellules.
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Le réle joué par les biotransformations dans la biodisponibilité des composés est majeure, or ces
activités enzymatiques résultent d’'un polymorphisme génétique propre a chaque individu et
peuvent aussi évoluer au cours de longues périodes d’exposition suivant les régles qui régissent
géneéralement les processus d’adaptation. Ainsi, dans la mesure ou les principales sources
d’isoflavones (génistéine et daidzéine) sont le soja et le kudzu (plantes asiatiques a I'origine), les
teneurs auxquelles sont traditionnellement confrontés les Asiatiques sont trés différentes de celles
auxquelles peuvent étre exposés les Occidentaux. Dans ce contexte, il peut étre fait I'hypothése
d’'une adaptation métabolique des Asiatiques.

Les phyto-estrogénes existent dans le corps humain sous différentes formes, glucuronidée,
sulfatée et non conjuguée pour I'essentiel. Dans le sang, ils circulent essentiellement sous forme
glucuronidée ou sulfatée, ce qui assure une meilleure solubilité de ces composés. En revanche, ce
sont les phyto-estrogénes aglycones qui sont les meilleurs ligands des récepteurs aux estrogénes.
Cette variété des formes circulantes pose le probléme de la validité des tests in vitro, qui dans leur
immense majorité sont réalisés a partir de composés aglycones. Nous n'avons que peu de
données sur lactivité des glucuronides ou des sulfates (Kinjo 2004, Zhang 1999), mais ils
paraissent moins actifs que les aglycones. Ceci pose donc de nouvelles questions. Si seules les
formes aglycones sont actives, elles le seraient plus qu’on ne le croit habituellement sur la base
des tests in vitro. En effet, si seuls les composés aglycones du plasma sont actifs, dans la mesure
ou ils ne représentent que 10 a 40% au maximum de ce qui est couramment mesuré dans le
plasma, les concentrations efficaces in vivo seraient de I'ordre de 50 a 200uM. Si ce n’est pas le
cas, cela pourrait indiquer que les formes conjuguées classiquement considérées comme inactives
seraient dotées d’activité, au moins localement, si 'on envisage un déglucuronidation ou une dé-
sulfatation tissulaire. Ce processus existe chez le rat au niveau du foie, et dans cette espéce, il a
été montré la présence de composés exclusivement aglycones dans le cerveau, le foie, le tissu
mammaire, I'ovaire, la prostate, le testicule, la thyroide et 'utérus (Chang 2000). Ce processus est
peut étre aussi valable chez ’'Homme et pourrait participer a la spécificité tissulaire des molécules.
Les phyto-estrogénes étant, par définition, d’origine végétale ils sont étrangers a I'organisme et
peuvent étre considérés comme des xénobiotiques. lls se comportent également comme certains
composés de synthése du type de ceux qui sont utilisés en pharmacologie. A ce titre, les études
de pharmacocinétique devraient constituer un préalable indispensable a leur utilisation en santé
humaine.
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Points clés
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L’étude de la biodisponibilité des phyto-estrogénes en est encore a ses balbutiements. Pour les isoflavones, les
techniques de quantification que nous possédons aujourd’hui, et qu'il faudrait standardiser (voir chapitre
« méthodes analytiques »), ont permis de définir certains des paramétres pharmacocinétiques. Pour les autres
molécules, les données chez 'Homme manquent encore.

Il existe une grande variabilité interindividuelle dans la biodisponibilité des phyto-estrogénes et ce, méme au
cours d’'une méme étude.

Certains sujets sont équol-producteurs, d’autres non.

Les isoflavones circulent essentiellement sous forme de glucuro- ou de sulfo-conjugués. Cette réalité n’est pas
prise en compte dans l'immense majorité des études in vitro.

La biodisponibilité est différente entre animaux et humains, et doit étre prise en compte dans les études in vitro
ou chez I'animal. Il faut prévoir une ingestion de 10 mg/kg poids corporel d’isoflavones aglycones chez un rat
pour observer des concentrations plasmatiques de 1 uM toutes formes confondues (glucuronides, sulfates,
aglycones).

Les concentrations urinaires peuvent étre utilisées en tant que reflet des ingesta, sauf dans le cas des apports
éleves.

Sur le fondement des données actuelles, chez 'Homme, I'apport de 1 mg/kg poids corporel/j d'isoflavones
aglycones conduit & une concentration plasmatique d'isoflavones aglycones d'environ 1uM. La concentration
plasmatique maximale en isoflavones aglycones est obtenue 4 a 6 heures aprés ingestion.

La majorité des modeles de laboratoire : rat, souris, porc, singe, hamster sont des producteurs d'équol. L'équol
étant un composé actif, il faut en tenir compte dans les essais de transposition a 'Homme qui lui n’est pas
systématiquement un producteur d’équol.

Les données disponibles a ce jour semblent indiquer une différence de concentrations plasmatiques entre
Asiatiques et Occidentaux pour des ingestions identiques réitérées de maniére chronique.

Recommandations
1 - Recommandations a visée de connaissance et de recherche

Mettre au point et standardiser des techniques d’'analyses sensibles et fiables pour tous les phyto-estrogénes.
Le choix de ces techniques immunologiques ou physico-chimiques doit dépendre des objectifs que I'on cherche
a atteindre ;

Vérifier la qualité des composés présents dans le compartiment sanguin et lymphatique (glucuronides, sulfates,
méthyl ...) ;

Tester les formes circulantes (glucuronides, sulfates, méthyl ...) in vitro et travailler en mélanges
physiologiques ;

Analyser de maniere comparable la biodisponiblité des phyto-estrogénes chez les consommateurs asiatiques
et occidentaux si I'on veut extrapoler les données obtenues en Asie aux pays européens.

2 - Recommandations de santé publique
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Reconnaitre la difficulté de prédire I'efficacité d’'un apport alimentaire par les phyto-estrogénes, étant donné la
variabilité des facteurs de biodisponibilité ;

Si la prise d'isoflavones sous forme aglycones diminue les facteurs de variabilité, elle impose des précautions
d’emploi (voir le chapitre sécurité) ;
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Il n’est pas possible de conseiller une prise réguliére de phytoe-strogénes sans prendre en compte la variabilité
inter-individuelle qui existe chez les sujets humains (production d’équol entre autre). On doit donc encourager
des recherches sur les facteurs de variabilité interindividuelle dans les populations occidentales. En tout é<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>