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Objectifs

Dans le cadre de I’¢tude de 1’écodynamique des substances a
caractére polluant, nous nous sommes intéressés a 1’impact des
champignons filamenteux lignolytiques et de leurs systémes
enzymatiques associés sur la biotransformation des xénobiotiques.
Plus précisément, nous nous sommes focalisés sur
biotransformation des phénylurées par la laccase de Trametes

la

versicolor. Les phénylurées les plus couramment utilisées comme
herbicides ne sont pas transformées par la laccase. Par contre, les
isoméres para et ortho hydroxylés de phénylurées se sont avérés
étre de bons substrats de cette enzyme. Ces dérivés sont
susceptibles de se former au champ aprés traitement des cultures,
par oxydation photochimique ou métabolisation par certaines
plantes ou microorganismes des sols. Il est donc intéressant
d’explorer leurs voies putatives de biodégradation.

Pour chacun des cinq dérivés étudiés, un suivi cinétique de la
réaction de dégradation par la laccase a été réalisé, mettant en
évidence I’importance du pH tant sur la cinétique de dégradation
que sur la nature des produits formés.
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Laccase de Coprinus cinereus,  "apreés V. Duc

3
N',N'-diméthyl-N-(5-chloro,2-hydroxyphényl)urée

Transformation des phengllurées
étermination des parameétres cinétiques de la transformation

Influence du pH sur Iefficacité de la transformation

©/H(c|)

NH [
-

o

2HF (-Cl)

P —
g% N [shea K (mM) ke (57)
ERC /A asea
g 1 .94 \ substrat [pH=3 pH=5 pH=6 |pH=3 pH=5 pH=6
£ e X\
S s0 y /4 \\ [ABTS 0.06  0.085 217 64
£ w N4 \ 2 HF-CI 24 041 434 149
S 30 N4
g 5 L \ AN 3 HF-CI 12 024 87 63
3 \ O\
5 10 A * 4 HF-CI 074 022 82 97
—
° 4 HF 44 06 014 72 a7 65
2 3 4 5 6 7

Conditions expérimentales :

Phénylurée initialementa 0.1 g/L dans tampon CP 0.1 M aéré 2 30°C

Laccase : 0.011 unité avec 2HF-CI/0.05 unité avec 4HF-Cl et 3HF-CI

Durée incubation 15 minutes

Analyses : HPLC colonne C8/ débit 1 mL/min/ détection A=244 nm
gradient acétonitrile/eau 0-100% en 30 minutes
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<= Profil comparable pour
toutes les phénylurées testées

4 < pH optimal <5

Modele : cinétique michaélienne

E+S-> ES 2 E+P

ABTS : 2,2"-azinobis-(3-éthylbenzthiazoline-6-sulfonate)
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Propriétés des laccases

Les laccases (EC.1.10.3.2) catalysent

| *oxydation de molécules aromatiques de
type phénoliques ou anilines par formation
d’un radical, conduisant a la réduction de O,

en H,0.

Production des laccases:

@ 7 jours de culture de Trametes versicolor

(souche de la collection de I” unité de phytopathologie de I’ INRA, deVersai

s, Nature Struct, Biol. P 310 5(4), 1998

@ Induction par la 2,5-xylidine
Structure des phénylurées testees
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= Forte discrimination entre les substrats a pH 3,

qui disparaita pH 5.

Identification des métabolites
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Conclusion
» A pH acide, coupure de la liaison C-N ou déhalogéenation en
para.
» A pH plus élevé, (pH> 5) la position des groupements
substitués sur le cycle benzénique devient discriminante. "

H(Ch)

Lorsque le groupement hydroxylé et I’urée sont en position para

sur le cycle, I’action de la laccase conduit a la formation d’une T
semi-quinone alors que pour 1’isomére en position ortho, T
différents oligoméres peu solubles sont formés. e

Chacun des produits formés a été isolé

et caractérisé par RMN, électrospray-MS, IR.

Les propriétés des para-quinones ont été comparées a celles
des produits commerciaux correspondants.

Non isolé, cagactérisé pas LCMS
H(Cl)
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