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physiologique. Ils estiment que cette enzyme pourrait être présente chez plusieurs 

bactéries anaérobies. 

5,5 Le pentachloropyridine 

Le pentachloropyridine a été testé puisqu'il a une structure au 

· pentachlorophénoL Lorsqu'il a été ajouté à une culture de PCP-1 où les déshalogénases I 

et II avaient été induites, le composé a été dégradé rapidement. Après 24 heures, 

seulement 20% du pentachloropyridine était présent dans le milieu de culture. Par contre, 

après les six jours qui suivirent cette diminution rapide du composé de départ, la 

concentration du pentachloropyridine est demeurée stable (voir figure 28 p.95). Le 

pentachloropyridine a été déshalogéné en position para pour donner le 2,3,5,6-

tétrachloropyridine. Un standard du 2,3,5,6-tétrachloropyridine n'était pas disponible 

commercialement donc la synthèse de ce composé a permis son identification. Le 

2,3,5,6-tétrachloropyridine a été dégradé soit en position ortho ou meta pour donner un 

trichloropyridine dont la structure demeure inconnue. Il est impossible de savoir laquelle 

. des deux enzymes a agit sur la molécule pour la déchlorer étant donné que, d'après les 

expériences effectuées lors de cette étude, les deux déshalogénases sont capables de 

déchlorer en position para. Aucune expérience n'a été effectuée pour évaluer le potentiel 

de ce composé à induire les déshalogénases et aucune expérience n'a été entreprise afin 

d'étudier l'effet individuel des deux enzymes sur la molécule. 

La toxicité du pentachloropyridine ou de ses produits de dégradation est inconnue. 

Par contre, Liu et al. (1998) ont effectué un test Microtox du type EC50-15 min avec 

Vibrio fischeri : ils ont mesuré la concentration à laquelle le 2-, 3- ou 4-chloropyridine 

diminuait de 50% la bioluminescence de la bactérie après 15 minutes. Les concentrations 

des 2-, 3- et 4-chloropyridines qui avaient cet effet étaient les suivantes: 1,64 mM, 0,91 

· mM et 0,47 mM respectivement. D'après une autre étude (Gombar et Enslein 1988), 

cette fois avec des chloroanilines, des chlorophénols et des chlorobenzènes, plus il y avait 

d'atomes de chlore sur la molécules, plus la molécule était toxique. Au cours de cette 
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étude, ils ont observé que la molécule la plus toxique après 30 min d'exposition à Vibrio 

fischeri était le pentachlorophénol avec une concentration de 1,9 mM. Puisque tous les 

monochloropyridines sont plus toxiques que le pentachlorophénol et que la toxicité de 

certaines molécules augmente plus elles possèdent des atomes de chlore, il est possible 

que le pentachloropyridine soit donc plus toxique que les monochloropyridines et que le 

pentachlorophénol. Il est donc possible que la toxicité du pentachloropyridine ainsi que 

de ses produits de dégradation soient responsables de l'arrêt de la dégradation 24 heures 

après son ajout à la culture. Lors de cette expérience, les inducteurs étaient complètement 

dégradés 24 heures après l'ajout du pentachloropyridine. Il est donc impossible d'utiliser 

la dégradation des inducteurs en terme de mesure qualitative de la toxicité. 

Aucune étude dans la littérature ne porte sur la dégradation du 

pentachloropyridine. Par contre, deux groupes de recherche qui ont étudié la dégradation 

des monochloropyridines (Adrian et Suflita 1994; Liu 1995) ont remarqué que les 2-, 3-

et 4-chloropyridine n'ont pas été déchlorés après plus de 200 jours dans des sédiments 

provenant d'un aquifère. Seul Liu et al. (1998) ont observé une dégradation du 4-

chloropyridine en 129 jours sous conditions sulfidogéniques lorsque celui-ci a été ajouté à 

des sédiments provenant d'un estuaire. Par contre, les 2-, et 3-chloropyridines n'ont pas 

été dégradés. 

5,6 Les polluants d'usines de pâtes et papiers 

Lors des expériences effectuées avec D . .frappieri, les trois classes de polluants 

d' usines de pâtes et papiers ont été dégradées. La première expérience était avec le 

tétrachlorocatéchol. Ce composé a pu induire les eÏlzymes de déchloration, et les produits 

de dégradation majoritaires, soit le 3,4,5-trichlorocatéchol et le 4,5-dichlorocatéchol, 

semblent suggérer que l'enzyme induite était la déshalogénase I puisque la déchloration a 

eu lieu en position ortho (voir figure 30 p.99). En absence d'inducteur, la dégradation du 

tétrachlorocatéchol n'était pas complète, et 33% du composé était encore présent dans la 

culture après cinq jours d'incubation. Il est possible que le temps nécessaire au 

tétrachlorocatéchol pour induire les déshalogénases pourrait expliquer ce résultat. De 
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plus, le métabolisme rapide de la bactérie diminuait le pH du milieu de culture à moins de 

6,5 après seulement 4 jours d'incubation. Ce pH ralentit considérablement la croissance 

de la bactérie (Bouchard et al. 1996) et de plus, les déshalogénases sont peu actives à ce 

· pH (Beaudet, communication personnelle). 

Dans une culture où les déshalogénases I et II étaient induites, le 

tétrachlorocatéchol était complètement dégradé en 12 heures et plusieurs produits de 

dégradation ont été identifiés. La prés.ence du deuxièment groupement hydroxyle semble 

avoir perrni la déshalogénation complète du composé afm de produire du catéchol, 

quoique en faible concentration. Il y a plusieurs raisons qui pourraient expliquer la 

déshalogénation complète du tétrachlorocatéchol. Par exemple, d'après Vogel et al. 

(1987), plus un composé a des atomes halogénés, plus son potentiel standard relatif est 

élévé, et plus le composé en question dégage de l'énergie lorsqu' il est réduit. De plus, 

Susarla et al. (1996) stipule que lorsque deu.x atomes de chlore ou plus sont adjacents sur 

une molécule aromatique, il y a une augmentation de la polarization positive de l'atome 

de carbone sur lequel se trouve l'atome de chlore. Cette polarization déstabilise le lien C­

Cl et augmente l'énergie associée à la réduction de cette liaison lors d'une attaque 

enzymatique. Quoique le deuxième groupement hydroxyle sur les chlorocatéchols n•est 

pas un atome halogéné, il pourrait servir à augmenter le potentiel de réduction de la 

molécule et à déstabiliser les liens C-Cl et entraîner la déshalogénation complète du 

tétrachlorocatéchol en catéchol. Le catéchol est seulement présent en quantité infime, 

mais la chute probable du pH après 4 jours d'incubation et donc l'arrêt de la 

déshalogénation pourrait expliquer ce résultat. 

Le tétrachloroguaiacol a aussi été testé. Il a été dégradé en 24 heures dans une 

culture où les déshalogénases n'avaient pas été induites, ce qui suggère que le 

tétrachloroguaiacol peut induire les enzymes nécessaire à la déchloration. Le premier 

produit de dégradation, le 3,5,6-trichloroguaiacol, démontre que la déshalogénation s'est 

effectuée en position para par rapport au goupement hydroxyle. Ce résultat laisse 

supposer que la déshalogénase II, plutôt que la déshalogénase 1, a été induite et a donc 

déchloré le composé. La deuxième étape de dégradation a été une déméthylation du 

_. ___________________ , __ -------------·--· ----·-
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groupement méthoxy ce qui a entraîné la production du 3,4,6-trichlorocatéchol (voir 

figure 33 p. lOS). La déméthylation du composé a été complète mais s'est étendue sur une 

période de cinq jours. Très peu de déchloration s'est effectué à partir du 3,4,6-

trichlorocatéchol. Lors des tests avec le tétrachlorocatéchol, le 3,4,6-trichlorocatéchol a 

pu être déchloré par les déshalogénases. Il semble donc que la déméthylation a été l'étape 

limitante de la dégradation. Néanmoins, quelques dichlorocatéchols ont été produits à 

partir d'une déchloration du 3,4,6-trichlorocatéchol en position meta ainsi qu'en ortho. 

Il est important de noter que la déchloration en position ortho a eu lieu seulement 

après que le groupement méthoxy du 3,5,6-trichloroguaiacol ait été transformé en 

groupement hydroxyle pour produire le 3,4,6-trichlorocatéchol. Il est donc possible que 

le 3,4,6-trichlorocatéchol ait induit la déshalogénase I. Ceci laisse supposer que la 

déshalogénase 1 puisse seulement s'attaquer aux molécules ayant des groupements 

hydroxyles et que le groupement méthoxy empêche la déshalogénation du 3,5,6-

trichloroguaiacol. Ceci expliquerait aussi nos résultats avec le tétrachlorovératrole. 

Lorsque le tétrachlorovératrole a été ajouté à un milieu de culture où les 

déshalogénases n'avaient pas été induites, aucune déchloration et aucune déméthylation 

n'a eu lieu. Ce résultat est intéressant puisqu'il supporte l'hypothèse que les molécules 

ayant des groupements méthoxy ne peuvent induire les enzymes de déchloration. De 

plus, l'absence de déméthylation couplée à l'absence des déshalogénases pourr~it 

signifier que soit les déshalogénases ont un inducteur commun avec les enzymes 

responsables de la déméthylation ou que le tétrachlorovératrole, contrairement au 

tétrachloroguaiacol, est incapable d'induire les enzymes nécessaire à la déméthylation. 

La déméthylation dans les environnements anaérobies de composés aromatiques 
• 

méthoxylés est bien connue. Plusieurs bactéries, tels les acétogènes, qui métabolisent des 

substituents méthoxy sur des composés aromatiques en fixant le groupement méthyle 

pour former l'acétate ou le butyrate, ont été isolés (DeWeerd et al. 1988). Dans la revue 

de Fuchs et al. (1994), les enzymes qui catalysent la déméthylation de composés 

aromatiques ayant des liaisons 0-méthyles, sont des protéines corrinoïdes ayant un centre 
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de cobalt. Le cobalt (1) est un nucléophile puissant qui lie le groupement méthyl à la 

protéine. 

Lors de la deuxième expérience avec le tétrachlorovératrole, le composé a été 

ajouté à une culture où les deux déshalogénases avaient été induites. La déshalogénation 

a eu lieu en position para ou meta par rapport aux groupements méthoxy pour produire le 

3,4,6-trichlorovératrole. D'après la position de déchloration, il est probable que seule la 

déshalogénase II ait agit sur le composé. Par contre, le composé n'a pas été 

complètement dégradé après 4 jours d'incubation. Les deux étapes de transformation 

consistent en deux déméthylations successives (voir figure 35 p.l08), et comme pour le 

tétrachloroguaiacol, l'étape de déméthylation semble avoir été l'étape limitante de la 

transformation. Très peu de 3,4,6-trichlorocatéchol était présent dans le milieu après 4 

jours d'incubation. D'après ces résultats, il semblerait que la capacité de dégradation du 

tétrachlorovératrole par la bactérie, dans ces conditions, est limitée. 

Il est important de noter que la déshalogénase 1 avait été induit dans cette 

expérience avec le tétrachlorovératrole mais aucune déchloration en position ortho a eu 

lieu. Ce résultat renforce l'hypothèse, émise lors de l'expérience avec le 

tétrachloroguaiacol, que la déshalogénase 1 est incapable de déshalogéner les molécules 

où les hydroxyles sont méthylés. 

Les voies de dégradation du tétrachlorocatéchol, du tétrachloroguaiacol et du 

tétrachlorovératrole effectuées par D. frappieri ont des points communs avec celles 

décrites par plusieurs chercheurs pour ces mêmes composés par des consortiums 

anaérobies. Quelques équipes suédoises (Remberger et al. 1986; Neilson et al. 1987; 

Allard et al. 1991) et une équipe américaine (Woods et al. 1989) ont étudié la dégradation 

de ces composés et ont trouvé que la première étape de dégradation du 

tétrachloroguaiacol et du tétrachlorovératrole était une 0-déméthylation rapide. 

Contrairement à D. frappieri, aucune déshalogénation avait lieu avant l'enlèvement du 

groupe méthoxy et la déméthylation semble ne pas avoir été l'étape limitante de la 

. dégradation. Par la suite, Remberger et al. (1986), Neilson et al. (1987) et Allard et al. 
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(1991 ), ont démontré que le tétrachlorocatéchol était seulement dégradé en position meta 

pour produire le 3,4,6-trichlorocatéchol. Par contre, les résultats de Woods et al. 1989 

montrent que la voie de dégradation du tétrachlorocatéchol par leur consortium anaérobie 

est identique à celle empruntée par D. frappieri en absence d'inducteurs de 

déshalogénases. C'est à dire que la déshalogénation a été effectuée en position ortho en 

premier afin de donner le 4,5~dichlorocatéchol. Par la suite, leur consortium a enlevé un 

chlore. en position meta pour donner le 4-chlorocatéchol qui demeurait récalcitrant. Leurs 

expériences ont été effectuées dans un réacteur UASB à flux continu. L'apport continu 

de nutriments et le contrôle des paramètres du milieu, tel le pH, pourrait expliquer la 

raison pour laquelle tout le tétrachlorocatéchol a été transformé en 4-chlorocatéchol. 

Puisque D. frappieri est cultivé dans une système fermé, l'apport limité des nutriments 

ainsi que l'accumulation de déchets métaboliques (baisse du pH) sont des conditions qui 

empêchent la bactérie de complètement transformer le tétrachlorocatéchol. Cet argument 

est aussi semblable pour le tétrachloroguaiacol et le tétrachlorovératrole. La souche 

démontre toutefois un grand potentiel envers le tétrachlorocatéchol ainsi que ses dérivés 

puisqu'elle peut pousser la déchlorationjusqu'au catéchol. 

5, 7 Le pentachloroanisole 

Le pentachloroanisole a été testé lors de cette étude puisqu'il est un analogue 

structural du pentachlorophénol. Le composé a été ajouté à un milieu de culture où les 

déshalogénases n'avaient pas été induites. Lors de cette expérience, aucuns produits de 

dégradation n'ont été obs.ervés ce qui voudrait dire que le pentachloroanisole est 

incapable d' induire les déshalogénases. Par contre, lorsque le composé est ajouté à une 
• 

culture où le tétrachloroguaiacol avait servi d'inducteur des déshalogénases, un patron de 

dégradation semblable à celui observé pour le tétrachloroguaiacol a été constaté (voir 

figure 37 p.lll). Le tétrachloroguaiacol a été ajouté en tant qu'inducteur au lieu des 

chlorophénols afin d'éviter des problèmes d'identification entre les métabolites du 

pentachloroanisole et les inducteurs chlorophénolés. 
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La première étape de transformation du pentachloroanisole était une 

déshalogénation en position para par rapport au groupement méthoxy afin de donner le 

2,3,5,6-tétrachloroanisole. Puisque le tétrachloroguaiacol semble induire la 

déshalogénase II, il n'est pas surprenant que la première étape de déshalogénation pour le 

pentachloroanisole soit une déchloration en para. Par la suite, une déméthylation a eu 

lieu produisant le 2,3,5,6-tétrachlorophénol. Contrairement à l'expérience avec le 

tétrachlorovératrole, l'étape de déméthylation était relativement rapide. La déméthylation 

du tétrachloroguaiacol, utilisé comme.inducteur, pourrait avoir accentuée la vitesse de 

cette étape. Finalement, la déshalogénase 1, induite soit par les produits de dégradation de 

l'inducteur, ou par la formation du 2,3,5,6-tétrachlorophénol, a déchloré ce dernier en 

position ortho afin de donner le 2,3,5-trichlorophénol. Il est à noter que le 

pentachloroanisole à mis 72 heures à disparaître de la culture. Comme pour le 

tétrachlorovératrole, il semblerait que les déshalogénases ont une faible affinité pour les 

composés ayant seulement des groupements méthoxy. 

D'après les études de Bouchard (1995), la dégradation du 2,3,5,6-

. tétrachlorophénol est très rapide. Ce composé induit les déshalogénases et en 24 heures, 

le 2,3,5,6-tétrachlorophénol est complètement transformé produisant un mélange de 2,3,5-

trichlorophénol et de 3,5-dichlorophénol. Après quatre jours, seul le 3-chlorophénol est 

présent dans la culture. Lors de l'étude avec le pentachloroanisole, le 2,3,5-

trichlorophénol n'a pas été dégradé. Puisque D. frappieri est cultivé dans une système 

fermé, l'apport limité des nutriments ainsi que les déchets métaboliques qui s' accumulent 

pourraient constitués des conditions qui empêchent la bactérie de complètement dégrader 

le composé. 

Dans la littérature, seulement une étude traite de la déshaJogénation réductrice des 

chloroanisoles. Susarla et al. ( 1998) a testé le 2,3,4-trichloroanisole, le 3,5-

dichloroanisole et le 3-chloroanisole. Comme dans toutes les études examinant la 

dégradation anaérobie des composés ayant des groupements méthoxy, la première étape 

de transformation observée par ces chercheurs était une déméthylation. Par la suite, la 

déchloration a eu lieu pour produire Je 3-chlorophénol qui était récalcitrant. 
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5,8 Les BPC hydroxylés 

Les BPC hydroxylés ne sont pas des molécules disponibles commercialement. 

Presque tous les composés étudiés dans notre étude ont été synthétisés. Les BPC non­

hydroxylés qui sont présents comme contaminants dans l'environnement sont souvent 

sous forme de mélanges très complexes. Le but derrière la synthèse de mélanges de BPC 

hydroxylés était donc d'étudier la capacité de la souche PCP-1 à déshalogéner ces 

composés analogues aux BPC retrouvés dans l'environnement. 

Premièrement, aucune déshalogénation n'a eu lieu lors de l'expérience avec le 

2,2'5'-trichloro-4-hydroxybiphényle (voir figure 12 p.46 et figure 38 p.l13), même si le 

groupement hydroxyle était en position 4. Il est possible que le faible nombre d'atome de 

chlore ou que la position des atomes de chlore sur la molécule soit en cause. Tel que déjà 

expliqué, deux atomes de chlore adjacents sur un noyau benzénique augmentent la 

polarization positive du lien C-Cl. Ceci déstabilise le lien C-Cl et augmente l'énergie et 

donc la probabilité d'une réduction enzymatique de la liaison. Par contre, les tests avec le 

pentachloro-4,4' -dihydroxybiphényle et le mélange de BPC hydroxylés en position 4 

confirment que les déshalogénases peuvent s'attaquer aux biphénylpolychlorés dont le 

groupement est en position 4 (voir figure 12 p.46, figure 40 p.116 et figure 41 p.ll8 ). 

L'expérience avec le 2' ,5,5' -trichloro-2-hydroxybiphényle indique que les 

déshalogénases ne peuvent s'attaquer aux biphényles dont le groupement hydroxyle est 

en position 2 (voir figure 12 p.46 et figure 38 p. 113). De plus, l'absence de déchloration 
• 

des deux isomères d'hexachloro-3-hydroxybiphényles indique que les déshalogénases ne 

peuvent s'attaquer aux biphénylpolychlorés dont le groupement hydroxyle est en position 

3 (voir figure 12 p. 46 et figure 39 p. 114). Ces deux derniers résultats ont été confirmés 

lorsqu'aucun produit de transformation n'a été observé lors des tests avec deux mélanges 

de BPC hydroxylés soit en position 2 ou 3 (voir 41 p.118). 
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Gladu et al. ( 1997) ont démontré que D. frappieri pouvait déchlorer le 3,5-

dichloro-4-hydroxybiphényle en 3-chloro-4-hydroxybiphényle mais non le 3,5-dichloro-

2-hydroxybiphényle. Ces résultats, ainsi que ceux présentés ci-dessus, indiquent que la 

position du groupement hydroxyle sur le biphénylpolychloré est très importante pour la 

déchloration. Tous les résultats obtenus jusqu'à présent suggèrent que D. frappieri est 

peu prometteur pour la dégradation des BPC. 

Aronstein et al. (1995), en. essayant d'augmenter la biodisponibilité et la 

biodégradation des BPC prétendent avoir ajouté des groupements hydroxyles à un 

tétrachlorobiphényle via le réactif de Fenton. En oxydant ainsi le 2,2' ,4,4'­

tétrachlorobiphényle marqué au 14C et ensuite en ajoutant ce produit dit transformé à des 

cultures de Pseudomonas souche LB400 et Alcaligenes eutrophus souche H850, les 

· auteurs prétendent que 50% du BPC initial a pu être récolté sous forme de 14C02, 

indiquant une minéralisation partielle du polluant. Par contre, la structure des produits 

provenant de l'oxydation de tétrachlorobiphényle n'a pas été étudiée. Il est fort possible 

que le 14C02 récolté provenait de produits de dégradation du tétrachlorobiphényle plutôt 

que d'hypothétiques hydroxy-BPC ou même du produit de départ non-oxydé (François 

Lépine, communications personnelles). 

5,9 Interaction des bouchons en butyle avec les produits testés 

Plusieurs composés testés lors de cette étude étaient adsorbés sur les bouchons en 

butyle. Les chloroanilines et les composés ayant un groupement méthoxy semblent avoir 

été les plus affectés. Mais lorsque ces composés étaient ajoutés à des bouteilles 

abiotiques fermées avec des bouchons en teflon, aucune diminution remarquable des 

composés n'a été notée (voir figure 42 p. 120). 

Quelques auteurs ayant travaillés avec ces composés ont aussi remarqué des 

difficultés. Par exemple, Kuhn et Suflita (1989) ont constaté qu'après huit mois, 50% du 

3,4-dichloroaniline et 60% du 2,3,4,5-tetrachloroaniline demeuraient indétectables dans 

---------------
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leur témoin stérile. Ils admettent que ce résultat n'est pas surprenant puisque les anilines 

polyhalogénés démontrent de plus grandes pertes abiotiques que les anilines moins 

halogénés. Ils attribuent cette particularité au fait que les anilines polyhalogénés sont plus 

hydrophobes (un coeffecient octanol/eau élevé) et donc ont une plus grande tendance à 

s'adsorber aux solides dans les aquifères et de la même façon peut être aux bouchons des 

bouteilles. De plus, Neilson et al. (1987), ont modifié leur méthode expérimentale par 

rapport aux méthodes utilisées pour des chloroguaiacols et des chlorocatéchols puisqu' ils 

ont constatés que les anisoles et les vératroles chlorés étaient plus volatiles. 

5,10 .Le métabolisme du pyruvate 

La conversion du pyruvate en acétate est une voie métabolique commune en 

anaérobiose (Brock et al. 1994 ). En fait, Desulfitobacterium hafniense (Christiansen et 

Ahring 1996), Desulfitobacterium sp. PCE-1 (Gerritse et al. 1996) et Desulfitobacterium 

chlororespirans (Sanford et al. 1996) peuvent tous convertir, mole pour mole, le pyruvate 

en acétate. Couplé aux résultats obtenus de D. frappieri, il semblerait que cette 

conversion est typique pour l'espèce. Par contre, D. dehalogenans est la seule espèce 

dans le genre Desulfitobacterium dont les produits de fermentation diffèrent. La 

fermentation de 22,2 mols de pyruvate a produit 10 mols de lactate et 9,2 mols d'acétate 

(Utkin et al. 1994). 

" 
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L'objectif majeur de cette recherche était de préciser la capacité catalytique de 

Desulfitobacterium frappieri souche PCP-1 envers un certains nombre de composés 

organochlorés et de proposer des voies métaboliques en se basant sur l'identité des 

métabolites présents dans le milieu de culture. 

Plusieurs polluants organochlorés ont été testés: le 2,3,6-trichlorophénylacétate, le 

2,4,5-trichlorophénoxyacétate, le tétrachlorocatéchol, le tétrachloroguaiacol et le 

tétrachlorovératrole. Les composés ayant des substituants acétate ou oxyacétate n'ont pas 

été dégradés par la bactérie. Par contre, le tétrachlorocatéchol a été facilement dégradé et 

pouvait même induire les déshalogénases. Cette découverte permet d'envisager des 

procédés de biotraitement de sites contaminés sans avoir à s'inquiéter de l'accumulation 

de produits chlorés comme métabolites finaux de la dégradation. 

Le tétrachloroguaiacol ainsi que le tétrachlorovératrole ont aussi été dégradés par 

les déshalogénases. Le tétrachloroguaiacol, contrairement au tétrachlorovératrole, peut 

induire les enzymes de déchloration. Les composés ont été déchlorés en position para et 

ensuite déméthylés. Ce résultat est important puisqu'il démontre que les déshalogénases 

peuvent dégrader des composés ayant des groupements méthoxy en plus des composés 

ayant des substituants hydroxyles. Les déshalogénases chez D. frappieri semblent avoir 

un spectre d'activité très large par rapport aux déshalogénases chez les autres bactéries de 

ce genre. La déshalogénation s'est poursuivit après la déméthylation pour de produire des 

chlorocatéchols qui s'accumulaient dans la culture. Cette étude a démontré que la souche 

peut dégrader les chlorocatéchols jusqu'au catéchol, donc il est probable que lors d'un 

procédé en réacteur fonctionnant à flux continu, où l'apport de nutriments et l'ajustement 

du pH est toujours adéquat, la déméthylation ainsi que la déchloration du 

tétrachloroguaiacol et du tétrachlorovératrole seraient complètes. Encore une fois, le seul 

déchet produit serait le catéchol. Afin de rendre la souche plus intéressante aux industries 

produisant des grandes quantités de ces déchets, il faudrait optimiser les conditions en 

réacteur qui permettraient d'effectuer un tel traitement. 

-- ~- ------ - -·- - -·-----
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Plusieurs composés aromatiques halogénés qui sont des analogues structurels des 

chlorophénols ont ausst été testés. Parmi ces composés, on retrouve le 

pentachloroaniline, le 2,3,5,6-tétrachloroaniline, le 3,5-dichloroaniline, le 

pentachloropyridine, le pentachloroanisole et les biphénylpolychlorés hydroxylés. 

Tous les chloroanilines, sauf le 3,5-dichloroaniline ont été déchlorés, et le patron 

de dégradation majeur était une déchloration en position para et meta indépendamment 

de l'inducteur utilisé. Lors de la dégradation, le 2,3,6-trichloroaniline était plutôt 

récalcitrant et s'accumulait dans les cultures. L'absence de déchloration du 3,5-

dichloroaniline, la récalcitrance du 2,3,6-trichloroaniline et la voie de dégradation 

majoritairement en position meta et para par les déshalogénases I et II posent plusieurs 

questions au sujet du fonctionnement des déshalogénases ainsi que le mécanisme qui 

caractérise la déshalogénation réductrice. En effet, des études fondamentales axées sur 

les enzymes effectuant la déshalogénation, telles que la mutagenèse dirigée afin de créer 

des protéines mutantes et la cristallisation des protéines, pourraient certainement aider à 

mieux les comprendre. 

Le pentachloropyridine a aussi été dégradé rapidement. Malheureusement, la 

dégradation du produit de départ n'était pas complète et un trichloropyridine s'est 

accumulé dans le milieu. Encore une fois, 1' étude du fonctionnement enzymatique mais 

aussi une étude sur les effets physiologiques (ie. de toxicité) du composé sur la bactérie 

permetterait de mieux comprendre les résultats obtenus lors de cette étude. 

Le pentachloroanisole a aussi été dégradé. Le composé n'a pas été dégradé 

rapidement, mais plusieurs produits de dégradation ont été observés. Comme pour le 
• 

tétrachloroguaiacol et le tétrachlorovératrole, la déchloration initiale a eu lieu en position 

para afin de produire le 2,3,5,6-tétrachloroanisole, et par la suite, une déméthylation a 

produit le 2,3,5,6-tétrachlorophénol. Ce résultat a permis de confirmer la capacité des 

enzymes à s'attaquer aux composés ayant des groupements méthoxy et permet 

d'envisager des études approfondies des déshalogénases afin de mieux comprendre les 

interactions enzyme-substrat nécessaires afin d'effectuer ce type de réaction. 







149 

REMERCIEMENTS 

J'aimerais remercier le Conseil de Recherche en Sciences Naturelles et en Génie pour son 

appui financier. Je remercie aussi mon directeur François Lépine pour tous ses bons conseils. Je 

voudrais remercier Sylvain Milot pour son aide technique. Finalement je remercie Réjean 

Beaudet et son équipe pour l'aide microbiologique. 

-----------------·----~~ ··-··-- -··· ·~· .... -...• ---.. --- - --- ·--------





151 

BIBLIOGRAPHIE 

Adrian, N.R. et J.M. Suflita. 1994. Anaerobie biodegradation of halogenated and 
nonhalogenated N- ,S-, and 0-heterocyclic compounds in aquifer slurries. 
Environ. Toxicol. Chem. 13:1551-1557. 

Allard, A.S., P.A. Hynning, C. Lindgren, M. Remberger. 1991. Dechlorination of 
chlorocatechols by stable enrichment cultures of anaerobie bacteria. Appl. 
Environ. Microbiol. 57: 77-84 . 

• 
Angermaier, L. et H. Simon. 1983a. On the reduction of aliphatic and aromatic nitro 

compounds by Clostridia, the role of ferredoxin and its stabilization: Hoppe­
Seyler's Z. Physiol. Chem. 364:961-975. 

Angermaier, L. et H. Simon. 1983b. On nitroaryl reductase activities m several 
Clostridia. Hoppe-Seyler's z. Physiol. Chem. 364:1653-1663. 

Aronstein, B.N., J.R. Paterek, R.L. Kelley et L.E. Rice. 1995. The effect of chemical 
pretreatment on the aerobic microbial degradation of PCB congeners in aqueous 
systems. J. Ind. Microbiol. 15:55-59. 

Bouchard, B. 1995. Isolement et caractérisation d'un microorganisme anaérobie 
effectuant la déchloration du pentachlorophénol. Mémoire de maîtrise. Institut 
Armand-Frappier. 105 p. 

Bouchard, B., R. Beaudet, R. Villemur, G. McSween, F. Lépine et J.-G. Bisaillon. 1996. 
Isolation and Characterization of Desulfitobacterium frappieri sp. nov., an 
anaerobie bacterium which reductively dechlorinates pentachlorophenol to 3-
chlorophenol. Int. J. Syst. Bacteriol. 46: 1010-1015. 

Boyd, S.A., D.R. Shelton, D. Berry, J. Tiedje. 1983. Anaerobie biodegradation of 
phenolic compounds in digested sludge. Appl. Environ. Microbiol. 46: 50-54. 

Brock, T.D., M.T. Madigan, J.M. Martinko et J. Parker. 1994. Biology of 
Microorganisms. Prentice Hall. New Jersey. 909p. 

Brown, J.F., Jr., D.L. Bedard, M.J. Brennan, J.C. Carnahan, J. Feng et R. E. Wagner. 
1987. Polychlorinated bipheny1 dechlorination in aquatic sediments. Science. 
236:709-711. 

Bryant, F.O. 1992. Biodegradation of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid and 2,4,5-
trichlorophenoxyacetic acid by dichlorophenol-adapted microorganisms from 
freshwater, anaerobie sediments. Appl. Microbiol. Biotechnol. 38:276-281 



152 

Cole, J.R., A.L. Cascarelli, W.W. Mohn, et J.M. Tiedje. 1994. Isolation and 
characterization of a novel bacterium growing via reductive dehalogenation of 2-
chlorophenol. Appl. Environ. Microbiol. 60: 3536-3542. 

Clrristiansen, N. et B. K. Ahring. 1996. Desuljitobacterium hafniense sp. nov., an 
anaerobie, reductively dechlorinating bacterium. Int. J. Syst. Bacteriol. 46: 442-448. 

de Jong, E., J.A. Field, H.-E. Spinnler, J.B.P.A. Wijnberg et J.A. M. de Bont. 1994. 
Significant biogenesis of chlorinated aromatics by fungi in natural environments. 
Appl. Environ. Microbiol. 60:264-270. 

Dennie, D., 1. Gladu. F. Lépine, R. Villemur, J.-G. Bisaillon, R. Beaudet. 1998. Spectrum 
of the Reductive Dehalogenation Activity of Desulfitobacterium frappieri PCP-1. 
Appl. Environ. Microbiol. 64:4603-4606 

DeWeerd, K.A., A. Saxena, D.P. Nagel Jr. et J.M. Suflita. 1988. Metabolism of the 180-
methoxy substituent of 3-methoxybenzoic acid and other unlabeled methoxybenzoic 
acids by anaerobie bacteria. Appl. Environ. Microbiol. 54:1237-1242. 

DeWeerd, K.A., L. Mandelco, R.S. Tanner, C.R. Woese, J.M. Suflita. 1990. 
Desulfomonile tiedjei gen. nov. and sp. nov., a novel anaerobie dehalogenation, 
sulfate-reducing bacterium. Arch. Microbiol. 154: 23-30. 

DeWeerd, K.A. et J.M. Suflita. 1990. Anaerobie aryl reductive dehalogenation of 
halobenzoates by cell extracts of Desulfomoni/e tiedjei. Appl. Environ. Microbiol. 
56: 2999-3005. 

DeWeerd, K.A., J.M. Suflita, T.G. Linkfield, J.M. Tiedje et P.H. Pritchard. 1986. The 
relationship between reductive deha1ogenation and other aryl substituent removal 
reactions catalyzed by anaerobes. FEMS Microbiol. Ecol. 38: 293-298. 

Dictionary of Organic Cornpounds. 5th Edition. 1982. Chapman and HalL Toronto. 
4:4507. 

Dolfing, J. 1990. Reductive dechlorination of 3-chlorobenzoate is coupled to ATP 
production and growth in an anaerobie bacterium, strain DCB-1. Arch. Microbiol. 
153: 264-266. 

" 

Dolfirtg, J. et B.K. Harrison. 1993. Redox and reduction potentials as parameters to 
predict the degradation pathway of chlorinated benzenes in anaerobie environments. 
FEMS Microbiol. 13:23-30. 

Dolfing, J. et J.M. Tiedje. 1991. Influence of substituents on reductive dehalogenation of 
3-chlorobenzoate analogs. Appl. Environ. Microbiol. 57: 820-824. 



!53 

Dupont, C. et A.J. Clarke. 1991. Dependence of lysozyme-catalysed solubilization of 
Proteus mirabilis peptidoglycan on the extent of 0 -acetylation. Eur. J. Biochem. 
195:763-769. 

Fetzner, S. et F. Lingens. 1994. Bacterial Dehalogenases: Biochemistry, Genetics, and 
Biotechnological Applications. Microbiol. Rev. 58:641-685. 

Fuchs, G., M.E.S. Mohamed, W. Altenschmidt, J. Koch, A. Lack, R. Brackmann, C. 
Lochmeyer et B. Oswald. 1994. Biochemistry of anaerobie biodegradation of 
aromatic compounds dans C. Ratledge (ed.), Biochemistry of Microbial 
Degradation. Kluwer Academie Publishers. Netherlands. pp. 513-553 . 

• 
Gerritse, J., V. Renard, T.M.P. Gomes, P.A. Lawson, M.D. Collins et J.C. Gottschal. 

1996. Desul.fitobacterium sp. strain PCEI, an anaerobie bacterium that can grow by 
reductive dechlorination of tetrachloroethene or ortho -chlorinated phenols. Arch. 
Microbiol. 165: 132-140. 

Gibson, S.A. and J.M. Suflita. 1986. Extrapolation of biodegradation results to 
groundwater aquifers : reductive dehalogenation of aromatic compounds. Appl. 
Environ. Microbiol. 52:681-688 

Gibson, S.A. and J.M. Suflita. 1990. Anaerobie biodegradation of 2,4,5-
trichlorophenoxyacetic acid in samples from a methanogenic aquifer : stimulation 
by short-chain organic acids and alcools. Appl. Environ. Micro biol. 56:1825-1832 

Gladu, 1., R. Beaudet, D. Dennie, F. Lépine, R. Villemur, et J.-G. Bisaillon. Specificity of 
reductive dehalogenation of different halogenated substances by Desul.fitobacterium 
frappieri PCP-l . Conférence de la Société Canadiennne de Microbiologie, 15-19 
juin, 1997, Université Laval, Québec. Programme et Sommaires p. 68, EMP29. 

Gombar, V.K. et K. Enslein. 1988/89. Topological shape and electronic descriptors and 
their correlation with toxicity to Photobacterium phophoreum. In Vitro Toxicol. 
2A: 117-127. 

Griffith, G.D., J.R. Cole, J.F. Quensen III et J.M. Tiedje. 1992. Specifie deuteration of 
dichlorobenzoate during reductive dehalogenation by Desulfomonile tiedjei in D20 . 
Appl. Environ. Microbiol. 58: 409-411. 

He, Z. et J.C. Spain. 1997. Studies of the catabolic pathway of degradation of 
nitrobenzene by Pseudomonas pseudoalcaligenes JS45: removal of the amino 
group from 2-aminomuconic semialdehyde. Appl. Environ. Microbiol. 63:4839-
4843. 

Heijman, C.G., C. Holiger, M.A. Glaus, R.P. Schwarzenbach et J. Zeyer. 1993. Abiotic 
reduction of 4-chloronitrobenzene to 4-chloroaniline in a dissimilatory iron­
reducing enrichment culture. Appl. Environ. Microbiol. 59:4350-4353. 



154 

Holliger, C. et W. Schumacher. 1994. Reductive dehalogenation as a respiratory process. 
Antonie Van Leeuwenhoek. 66:239-246. 

Hutzinger, O., S. Safe, V. Zitko. 1972. Analysis of chlorinated aromatic hydrocarbons by 
exhaustive chlorination: qualitative and structural aspects of the perchloro­
derivatives of biphenyl, naphthalene, terphenyl, dibenzofuran, dibenzodioxin and 
DDE. Intem. J. Environ. Anal. Chem. 2:95-106. 

Juteau, P., R. Beaudet, G. McSween, F. Lépine, S. Milot et J.-G. Bisaillon. 1995a. 
Anaerobie biodegradation of pentachlorophenol by a methanogenic consortium. 
Appl. Microbiol. Biotechnol. 44: 218-224. 

Juteau, P., R. Beaudet, G. McSween, F. Lépine et J.-G. Bisaillon. 1995b. Study of the 
reductive dechlorination of pentachlorophenol by a methanogenic eonsortiwn. Can. 
J. Microbiol. 41: 862-868. 

Kearny, P.C. et D.D. Kaufmann. 1965. Enzyme from soil bacterium hydrolyzes 
phenylcarbamate herbicides. Science. 147: 740. 

King, G.M. 1988. Dehalogenation in marine sediments containing natural sources of 
halophenols. Appl. Environ. Microbiol. 54:3079-3085. 

Kuhlmann, B. et B. Kaezrnarzcyk. 1995. Biodegradation of the herbicides 2,4-
diehlorophenoxyacetic acid, 2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid, and 2-methyl-4-
chlorophenoxyacetic acid in a sulfate-reducing aquifer. Envion. Toxicol. Wat. Qual. 
10: 119-125. 

Kuhn, E.P. et J.M. Suflita. 1989. Sequential reductive dehalogenation of chloroanilines by 
microorganisms from a methanogenic aquifer. Environ. Sei. Technol. 23: 848-852. 

Kuhn, E.P., G.T. Townsend et J.M. Suflita. 1990. Effect of sulfate and organic carbon 
supplements on reductive dechlorination of ehloranilines in anaerobie aquifer 
slurries. Appl. Environ. Microbiol. 56: 2630-2637. 

Linkfield, T.G. et J.M. Tiedje. 1990. Characterization of the requirements and substrates 
for reduetive dehalogenation by strain DCB-1. J. lnd. Microbiol. 5: 9-16. 

Liu, S.M. 1995. Anaerobie dechlorination of chlo; inated pyridines in anoxie freshwater 
sediment slurries. J. Environ. Sei. Teehnol. 16:714-723. 

Liu, S.M. C.H. Wu et H.J. Huang. 1998. Toxicity and anaerobie biodegradability of 
pyridine and its derivatives under sulfidogenic conditions. Chemosphere. 36:2345-
2357. 

Loffler, F.E., R.A. Sanford et J.M. Tiedje. 1996. Initial characterization of a reductive 
dehalogenase from Desu/jitobacterium chlororespirans Co23. App. Environ. 
Microbiol. 62: 3809-3813. 



155 

Macalady, D.L., P.G. Tratnyek, et T.J. Grundl. 1986. Abiotic reduction reactions of 
anthropogenic organic chemicals in anaerobie systems : a critical review. J. 
Contam. Hydrol. 1:1-28. 

MacKiewicz, M. et J. \Viegel. 1998. Comparison of energy and growth yields for 
Desuljitobacterium deha/ogenans during utilization of chlorophenols and various 
traditional electron acceptors. Appl. Environ. Micro biol. 64:352-355. 

Madsen, R. et D. Licht. 1992. Isolation and characterization of an anaerobie chlorophenol 
transforming bacterium. lnt. J. Syst. Bacteriol. 58: 2874-2878 . 

• 

Mikesell, M.D., et S.A. Boyd. 1985. Reductive dechlorination of the pesticides 2,4-D, 
2,4,5-T, and pentachlorophenol in anaerobie sludges. J. Environ. Quai. 14: 337-340. 

Mohn, W.W. et J.M. Tiedje. 1990. Strain DCB-1 conserves energy for growth from 
reductive dechlorination coupled to formate oxidation. Arch. Microbiol. 153: 267-
271 . 

Mohn, W.W. et J.M. Tiedje. 1991. Evidence for chemiosmotic coupling of reductive 
dechlorination and ATP synthesis in Desulfomonile tiedjei. Arch. Microbiol. 157: 1-
6 

Mohn, W.W. et K.J. Kennedy. 1992. Reductive dehalogenation of chlorophenols by 
Desulfominile tiedjei DCB-1. Appl. Environ. Microbiol. 58: 1367-1370. 

Mohn, W.W. et J.M. Tiedje. 1992. Microbial reductive dehalogenation. Microbiol. Rev. 
56: 482-507. 

Neilson, A.G. A.S. Allard, C. Lindgren, et M. Remberger. 1987. Transformations of 
chloroguaiacols, chloroveratroles, and chlorocatechols by stable consortia of 
anaerobie bacteria. Appl. Environ. Microbiol. 53:2511-2519. 

· Neilson, A.G., A.S. Allard, P.A. Hynning, et M. Temberger. 1991. Distribution, fate and 
persistence of organochlorine compounds formed during production of bleached 
pulp. Toxicol. Environ. Chem. 30: 3-41. 

Ni, S., J.K. Fredrickson, and L. Xun. 1995. Purification and Characterization of a Novel 
3-Chlorobenzoate-Reductive Dehalogenase from the Cytoplasmic Membrane of 
Desu/fomonile tiedjei DCB-1. J. Bacteriol. 177:5135-5139. 

Nicholson, D.K., S.L. Woods, J.D. Istok et D.C. Peek. 1992. Reductive dechlorination of 
chlorophenols by a pentachlorophenol-acclimated methanogenic consortium. Appl. 
Environ. Microbiol. 58:2280-2286. 



156 

Nies, L. and T.M. Vogel. 1991. Identification of the proton source for the microbial 
reductive dechlorination of 2,3,4,5,6-pentachlorobiphenyl. Appl. Environ. 
Microbiol. 57:2772-2774. 

On, M., C. Symons, D. Parke et G. Sorli. 1996. The Chemistry of Polychlorinated 
Biphenyls (PCB's) [En ligne]. 4 pages. Adresse HITP: 
http:/ /bordeaux. uwaterloo.calbio 144 ?new/ assignments/ott.html 

Pasto, D.J. et C.R. Johnson. 1979. Laboratory text for organic chemistry. Prentice-Hall 
Inc. Englewood Cliffs. 542 p. 

Quensen, J.F., III, S.A. Boyd et J.M. Tiedje. 1990. Dechlorination of four commercial 
polychlorinated biphenyl mixtures (Aroclors) by anaerobie microorganisms from 
sediments. Appt. Environ. Microbiol. 56:2360-2369. 

Remberger, M., A. S. Allard et A.H. Neilson. 1986. Biotransformation of chloroguaiacols, 
chlorocatechols, and chloroveratroles in sediments. Appl. Environ. Microbiol. 51: 
552-558. 

Sanford, R.A., J.R. Cole, F .E. Loffler et J.M. Tiedje. 1996. Characterization of 
Desulfitobacterium chlororespirans sp. nov., which grows by coup ling the 
oxidation of lactate to the reductive dechlorination of 3-chloro-4-hydroxybenzoate. 
Appl. Environ. Microbiol. 62: 3800-3808. 

Schotz-Maramatsu, H., A. Neumann, M. Me~ner, E. Moore et G. Diekert. 1995. Isolation 
and characterization of Dehalospirillum multivorans gen. nov., sp. nov., a 
tetrachloroethene-utilizing, strictly anaerobie bacterium. Arch. Microbiol. 163: 48-
56. 

Shelton, D.R. et J.M. Tiedje. 1984. Isolation and partial characterization of bacteria in an 
anaerobie consorium that mineralizes 3-chlorobenzoic acid. Appl. Environ. 
Microbiol. 48: 840-848. 

Shuisong, N., J.K. Fredrickson, et L.Xun. 1995. Purification and characterization of a 
novel 3-chlorobenzoate-reductive dehalogenase from the cytoplasmic membrane of 
Desulfomonile tiedjei DCB-1. J. Bacteriol. 177: 5135-5139 . 

• Smith, T.J., RH. Wearne et A.F.A. Wallis. 1994. Conversion of Dichlorovinillins to 
Trichloroguaiacols - Components of Pulp Bleaching Effluents. Holzforschung. 
48:512-516. 

Sobieralski, T.J. 1988. Selective reduction of pentachloropyridine to 2,3,5,6-
tetrachloropyridine with zinc dustin basic media. U.S. Patent No. 4,783,536. 

Steward, C.C., T.C. Dixon, Y.P. Chen etC. R. Lovell. 1995. Enrichment and isolation of 
a reductively debrominating bacterium from the burrow of a bromometabolite­
producing marine hemichordate. Can. J. Microbiol. 41:637-642. 



157 

Struijs, J. et J.E. Rogers. 1989. Reductive dehalogenation of dichloroanilines by 
anaerobie microorganisms in fresh and dichlorophenol-acclimated pond sediment. 
Appl. Environ. Microbio. 55: 2527-2531. 

Suflita, J.M., J. Stout et J.M Tiedje. 1984. Dechlorination of 2,4,5-trichlorophenoxy 
aeetic acid by anaerobie microorganisms. J. Agrie. Food Chem. 32: 218-221. 

Susarla, S., S. Masunaga, and Y. Yonczawa. 1996. Transfonnations of 
chloronitrobenzenes in anaerobie sediment. Chemosphere. 32:967-977. 

Susarla, S., Y. Yonezawa, and S~ Masunaga. 1998. Reductive transformations of 
halogenated aromaties in anaerobie estuarine sediment: kinetics, products and 
pathways. Wat. Res. 32:639-648. 

Tamura, K., Y. Hasegawa et T. Kudo. 1995. Isolation and Characterization of PCNB 
Degrading Bacterium, Pseudomonas aeruginosa Strain I-41. J. Pesticide Sei. 
20:145-151. 

Tiedje, J.M., J.M. Quensen III, J. Chen-Sanford, J.P. Schimel et S.A. Boyd. 1993. 
Microbial reductive dechlorination ofPCBs. Biodegrad. 4: 231-240. 

Townsend, G.T. et J.M. Suflita. 1996. Characterization of chloroethylene deh"!logenation 
by cell extracts of Desu/fomonile tiedje and its relationship to chlorobenzoate 
dehalogenation. Appl. Environ. Microbiol. 62: 2850-2853. 

Utkin, 1., C. Woese et J. Wiegel. 1994. Isolation and charaeterization of 
Desuljitobacterium dehalogenans gen. nov., sp. nov., an anaerobie bacterium 
which reductively dechlorinates chlorophenolic compounds. 44: 612-619. 

Utkin, 1., D.D. Dalton et J. Wiegel. 1995. Specificity of reductive dehalogenation of 
substituted ortho-chlorophenols by Desulfitobacterium dehalogenans JWIIU-DCl. 
Appl. Environ. Microbiol. 61: 346-351. 

Vogel, A. 1978. Vogel's Practical organic chemistry, including qualitative orgaruc 
analysis. Lougman Group Limited, New York. 1368 p. 

Vogel, T.M., C.S. Criddle, and P.L. McCarty. 1987. Transformations of halogenated 
aliphatic compounds. Environ. Sei. Technol. 21:722-736. 

Weber, E.J. and N.L. Wolfe. 1987. Kinetic studies of the reduction of aromatic azo 
compounds in anaerobie sediment/water systems. Environ. Toxicol. Chem. 6:911-
919 

Woods, S.L., J.F. Ferguson et M.M. Benjamin. 1989. Characterization of chlorophenol 
and chloromethoxybenzene biodegradation during anaerobie treatment. Environ. 
Sei. Teclmol. 23: 62-68. 

---- --- -· ----



158 

Wu, Q., D.L. Bedard et J. Wiegel. 1997a. Effect of Incubation Temperature on the Route 
of Microbial Reductive Dechlorination of 2,3,4,6-Tetrachlorobiphenyl in 
Polychlorinated Biphenyl (PCB)-Contarninated and BPC·Free Freshwater 
Sediments. Appl. Environ. Microbiol. 63:2836-2843. 

Wu, Q., D.L. Bedard et J. Wiegel. 1997b. Temperature Detennines the Pattern of 
Anaerobie Microbial Dechlorination of Aroclor 1260 Primed by 2,3,4,6· 
Tetrachlorobiphenyl in Woods Pond Sediment. Appl. Environ. Microbiol. 63:4818-
4825. 

• 


	Dennie (1)
	Dennie (2)
	Dennie (3)

