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INTRODUCTION

Les laccases fongigues sont des oxydases exocellulaires impliquées dans de nombreuses réactions de biotransformation de produits naturels (matériaux ligno-cellulosiques) ou xénobiotiques (pesticides, polluants industriels et
domestiques...). De ce fait, elles présentent un grand intérét sur le plan biotechnologique. Pour développer de telles applications comme pour réaliser les études structurales de ces enzymes, il est nécessaire de disposer de fortes
guantités d’enzymes. L'induction par des agents chimiques est un moyen classique pour aboutir a cette hyperproduction. La 2,5-diméthylaniline est un inducteur utilisé depuis plusieurs décennies [1,2] mais son mode d’action est
toujours inconnu. Cependant, il semble exister un lien entre sa métabolisation, caractérisée par une forte coloration rouge des cultures fongigues, et son pouvoir inducteur. Notre objectif etait donc dans un premier temps d’identifier
les produits de transformation de la 2,5-diméthylaniline. La structure de ces composeés, obtenus apres isolement du milieu de culture et fractionnement chromatographique, a été établie par IR, UV, RMN 13C, 1H et spectrométrie
de masse. Les moléecules identifiees comportent de 2 a 5 unités aromatiques (dimethylaniline, diméthylphényle, diméthyl-iminobenzoquinone ...) associées selon des enchainements divers. La LC-ESI-MS-MS a permis d’établir

sans ambiguite la sequence des métabolites de plus haute masse.

MATERIEL ET METHODES

w PREPARATION DES COMPOSES
Apres addition de 2,5-diméthylaniline (5 g/L) au milieu de culture de Trametes versicolor, on laisse incuber pendant 5 jours a température ambiante et sous agitation. Apres extraction par CH2CI2 et évaporation a sec, le residu est

purifieé successivement par chromatographie sur colonne de silice ouverte et par HPLC préparative (silice puis C18). Les differents composeés colorés ont été caractérisés par RMN (1H et 13C), IR, UV visible et analysés par
spectrometrie de masse.

& ANALYSES LC-ESI-MS ET LC-ESI-MS-MS

Les études de spectrométrie de masse ont éte réalisées a 'aide d’un instrument triple quadripolaire Quattro LC (Micromass, UK) muni d'une source ESI « Z-spray » et couplé a une chaine HPLC (Alliance 2695, Waters) dotée d’'un
passeur automatique d’échantillons et d’'un détecteur UV/visible. La séparation chromatographique était effectuee sur colonne Uptisphere C,5 (150 x 2 mm, 5 um, Interchrom) selon un gradient d’élution (A : acétonitrile/eau 95/5
(v/iv) 0,2% ac. acét, B : eau/acétonitrile 95/5 (v/v) 0,2% ac. acét) et un débit de 200 pL/min. La détection UV (300 nm) et I'analyse ESI-MS sont réalisees en série sur I'effluent total. Les enregistrements ESI-MS ont été effectués en
mode positif et en balayage continu sur la gamme de 225 a 750 Th a raison d’'un scan par seconde avec les réglages source suivants : V., 3.5 kV, cone 40V, extracteur 2 V, RF,, 0.2V, T source 120°C, gaz de desolvatation 500
L/h (N,, 400°C) et de nébulisation 100 L/h (N,). Les expériences MS-MS ont été réalisées en présence d’argon (1.5<10 torr) avec une énergie de collision de 20 a 50 eV.

RESULTATS

& ANALYSE DES TRIMERES ET TETRAMERES
Les structures trimeres et tétrameres ont été en grande partie €élucidees par les données de la RMN et en tenant compte des masses moleculaires mesurées en LC-ESI-MS. L'examen des decompositions obtenues a partir des

molécules protonées (CAD des ions MH*) en LC-ESI-MS-MS indigue la formation d’espéces moléeculaires [MH — CH3°]*°, [MH — CHA4]* ainsi que des ions-fragments a nombre impair d’électrons résultant de I'élimination de
« résidus externes » mono- et/ou bicycligues. On note aussi la presence d’especes complémentaires de type cationique (ions * fig. 2). L'interprétation de ces spectres a permis d’appréhender des structures plus complexes.
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Fig. 1 : Stuctures des differents oligomeres étudieés.

Fig. 2 . Spectres CAD a 35 eV des ions MH* de trimeres (gauche) et de téetrameres (droite).

& ETUDE DES PENTAMERES : DIFFERENCIATION DE STRUCTURES ISOMERES
L'étude approfondie, en fonction de I'énergie de collision, des spectres CAD des ions MH* de pentameres isomeres (M = 594) a permis de confirmer la structure du composé XVIIl et surtout d’établir la structure de XIX non

distinct de XVII par RMN. Ces nouvelles données permettent en méme temps d’étendre la compréhension des mécanismes mis en jeu. Elles conduisent aussi de ce fait a des regles d’application de la LC-ESI-MS-MS a
I'analyse des oligomeres issus de la métabolisation de la 2,5-diméthylaniline.
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Fig. 4 : Spectres MSMS a 35 et 50 eV d’'ions Fig. 5. Pentameres isomeres :
fragments formeés en source (Vcone 100 volts hypotheses de structure
Exemple du pentamere XIX.

Fig. 3 : Comparaison des spectres MSMS des pentameres XVIII (gauche) et XIX (droite).
Etude en fonction de I'énergie de collision entre 20 et 45 eV.
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& INTERPRETATION DES MECANISMES ET APPLICATION A L’ANALYSE

Les spectres CAD enregistres a 35 eV pour les trimeres et tétrameres, ou a 45 eV pour les pentameres (fig. 2 et 3),
font apparaitre de maniere prepondeéerante les ions [MH — CHA4]*. lIs contiennent aussi des ions-fragments issus
« formellement » des precédents par suite d’'une élimination de radical. Ces ions provenant d’'une protonation
initiale sur un atome d’azote d’iminobenzoquinone sont revélateurs de motifs structuraux constitutifs. C’est cette
présentation qui est retenue pour faciliter les interprétations analytiques. Les spectres réalisés a plus basse energie
(20-25 eV) indiguent une production préferentielle d’espéces décalées de + 1 uma et associees formellement aux
lons [MH — CH3°]*°.
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CONCLUSION

La spectrométrie de masse est tres complémentaire de la RMN pour I'analyse structurale des oligomeres issus du
traitement enzymatique de la 2,5-diméthylaniline. La LC-ESI-MS-MS s’avere particulierement performante pour la
distinction et l'attribution de structures isomeres relativement complexes. La presentation mécanistique indiquee,
bien que tres pratique au plan analytique, est concurrencable par une alternative dans laquelle les ions-diagnostic
a nombre impair d’électrons deja mentionnés recevraient une autre interprétation (cf. ions [MH — Aniline]*). Celle-ci
serait plus en accord avec les expéeriences de type MS3 de la figure 4.
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