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possèdent un spectre d'activité très restreint (Magnuson et al., 1998), comme la 

déshalogénase de Desulfitobacterium souche PCE-S, qui est capable de déshalogéner 

seulement le tétrachloroéthylène et le trichloroéthylène (Miller et al., 1997a). 

La ortho-chlorophénol déshalogénase de la souche Desulfitobacterium 

dehalogenans est capable de déshalogéner en position ortho les composés suivants: le 

2-bromo-4-chlorophénol, le 3-chloro-4-hydroxyphénylacétate, le 2-CP, le 2,3-DCP, le 

2,4-DCP, le 2,6-DCP et le PCP (Van de Pas et al., 1999a). Le tétrachloroéthylène et le 

trichloroéthylène ne sont pas transformés par cette déshalogénase. Cependant, cette 

déshalogénase est la seule qui est comparable à la préparation de la déshalogénase 1, 

quant à son spectre d'activité, mais elle en diffère quant à ses vitesses de 

déshalogénation. Effectivement, parmi les chlorophénols transformés par cette 

enzyme, c'est le PCP qui possède l'activité spécifique la plus faible (0,2 unités/mg de 

protéines), comparativement à 15,5 unités/mg pour le 2,3-DCP (Van de Pas et al., 

1999). Pour la préparation de la déshalogénase I de D . .frappieri, c'est le PCP qui 

possède l'activité spécifique la plus importante (40,933 nmoles min·1 mg de protéines· 

1
), comparativement à 3,73 nmoles min·1 mg de protéines·1 pour le 2,3-DCP. 

La capacité des préparations des déshalogénases I et II de la souche PCP-1 à 

déshalogéner plusieurs composés pourrait être éventuellement un avantage pour 

l'application de ces enzymes à la biodégradation des composés toxiques et 

récalcitrants que 1 'on retrouve dans 1 'environnement. La vitesse de déshalogénation de 

la préparation de la déshalogénase 1, alliée à la capacité de la préparation de la 

déshalogénase II à enlever des atomes de chlore en position ortho, meta et para, 

pourraient permettre une dégradation plus complète des produits xénobiotiques et de 

leurs intermédiaires, comparativement aux déshalogénases décrites ci-dessus, qui 

possèdent généralement une activité en position ortho et un spectre d'activité plus 

restreint, portant généralement sur la transformation du tétrachloroéthylène et du 

trichloroéthylène. 
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Le mécanisme de déshalogénation de la déshalogénase I pourrait avoir 

certaines similitudes avec celui décrit pour la ortho-déshalogénase de D. 

deha/ogenans (V an de Pas et al., l999b ), bien que certaines différences structurelles 

devraient être présentes afin d'expliquer leurs différences de spécificité. Une étude 

plus approfondie sur la caractérisation biochimique et moléculaire pourrait 

éventuellement permettre d'élucider les mécanismes de réaction de la déshalogénase I 

et de la déshalogénase II de D . .frappieri souche PCP-1, et d'expliquer leurs 

différences de spécificité. Ces travaux pourraient éventuellement permettre, par 

ingénierie des protéines, de développer des déshalogénases à spectre plus large, 

capables de déshalogéner des substrats halogénés difficilement biodégradables. 



CONCLUSION 
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A partir d'une culture de D. frappieri, une méthodologie a été mise au point 

afin de produire et d'isoler les déshalogénases I et II de la souche PCP-1. Les activités 

de déshalogénation des déshalogénases I et II de D. frappieri, induites respectivement 

par le 2,4,6-TCP et le 3,5-DCP, ont été retrouvées principalement au niveau des 

préparations membranaires. Ces déshalogénases ont été solubilisées en présence de 

0,1% de Triton X-100. Leur caractérisation a révélé des similitudes et des différences 

importantes entres-elles ainsi qu'avec les autres déshalogénases décrites dans la 

littérature. 

Les activités maximales de déshalogénation ont été observées à un pH de 6,9 et 

à une température de 55°C pour la préparation de la déshalogénase I de D. frappieri et 

à un pH de 7,4 et à une température de 45°C pour la préparation de la déshalogénase 

II. Le sulfate n'avait aucun effet sur les deux préparations de déshalogénases, tandis 

que le sulfite inhibait complètement 1 'activité enzymatique. La plupart des autres 

déshalogénases décrites dans la littérature possèdent le même profil d'inhibition au 

sulfite. Cette inhibition suggère que les déshalogénases I et II de D. frappieri 

contiendraient une cobalamine. L'inhibition des préparations enzymatiques des 

déshalogénases I et II, par le citrate de sodium suggère que des métaux seraient 

impliqués dans l'activité des enzymes. Dans le cas de la préparation de la 

déshalogénase II, l'hypothèse concernant la présence d'une cobalamine a également 

été soutenue par les essais d'inhibition réversible de l'activité de déshalogénation par 

le 1-iodopropane. Pour la préparation de la déshalogénase I, une inhibition par le 1-

iodopropane a été observée mais aucune restauration de 1 'activité après exposition à la 

lumière n'a été obtenue. Toutefois, des analyses spectroscopiques sur la déshalogénase 

I purifiée suggéraient également la présence d'une cobalamine (Beaudet et al., 

résultats non publiés). Dans le cas de la déshalogénase II, une chromatographie à 

interaction hydrophobique et une chromatographie sur hydroxyapatite ont permis 

d'effectuer une purification partielle de cette enzyme. 
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Les déshalogénases I et II appartiennent au groupe de déshalogénases 

contenant une cobalamine, mais elles démontrent toutefois des différences importantes 

quant à leur spectre d'activité, avec les autres enzymes de ce groupe. Des études 

ultérieures permettront de déterminer si les déshalogénases I et II possèdent des 

centres Fe/S4• La préparation de la déshalogénase I de D. frappieri transforme 

plusieurs chlorophénols en position ortho, quoiqu'une faible activité soit observée en 

position para sur le 3,4,5-TCP, tandis que la préparation de la déshalogénase II les 

transforme principalement en position meta et para. Une activité en position ortho a 

également été observée. Les préparations enzymatiques des déshalogénases I et II de 

D. frappieri possèdent un spectre d'activité relativement large, puisqu'elles sont 

capables de transformer plusieurs trichlorophénols ainsi que le 2,3-DCP, le 2,4-DCP, 

le PCP, le 2,4,6-TBrP et le tétrachloroéthylène. Toutefois, elles ne peuvent 

déshalogéner les monochlorophénols, ni certains dichlorophénols. 

La caractérisation enzymatique des préparations des déshalogénases I et II de 

D. frappieri, a permis d'acquérir de nouvelles connaissances sur les déshalogénases 

qui possèdent la capacité de déshalogéner les composés récalcitrants tel le 

pentachlorophénol. Une étude plus approfondie sur la caractérisation moléculaire et 

biochimique pourrait éventuellement permettre de connaître les mécanismes de 

réaction impliqués dans la déshalogénation chez D. frappieri et ainsi expliquer les 

différences observées entre les deux déshalogénases, plus précisément au niveau de 

leur spectre d'activité. Dans le futur, ces travaux pourraient permettre de développer, 

par ingénierie des protéines, des déshalogénases à spectre d'activité plus large 

capables de déshalogéner les composés xénobiotiques, toxiques et récalcitrants que 

l'on retrouve dans notre environnement. Ceci pourrait ainsi permettre d'améliorer les 

méthodes de biodégradation des composés halogénés qui contaminent notre 

environnement, afin de les rendre moins nuisibles. 
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