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Etude de la biodégradation
de l'acide déhydroabiétique
par Bacillus psychrophilus

Biodegradation of dehydroabietic acid
by Bacillus psychrophilus

R. COTE,

C. 0TIS

RESUME

La riviére du Saguenay (Québec, Canada) traverse une régiocn
fortement industrialisée (v.g. alumineries, papeteries) et
recoit d'importantes quantités d'eaux usées. Les teneurs en
matiére orgarigue dissoute et en fibre de cellulose en sus-
pension provenant de 4 papeteries locales sont relativement
élevées dans les eaux de la Riviére et elles sont évaluédes a
29 000 tonnes par année. En plus des eaux usfées industrielies,
Lle Saguenay regoit de grandes guantités d'eaux d'égouts domes-
tiques, ce qui maintient une flore bactérienne relativement
abondante et diversifiée dans ses eaux de surface. Parmi la
matiére organigue provenant des papeteries, les acides résini-
gues abiétique et déhydroabiétique sont trés toxiques pour tes
organismes aquatiques. Cependant, nous avons montré qu'en uti-
lisant une population endogéne de Bac{llus psychrophifus, il
était possible de biodégrader L'acide déhydreabiétique (ADA),
un acide résinique non chloré. Nous avons constaté qu'aprés

72 heures de culture, la population bactérienne oxyde plus de
92 % de L'ADA et aprés 96 heures, la biodégradation est complé-
te. La cinétique de la biodégradation de L'ADA par B. psychuic-
phifus a été étudiée en mesurant Les fluctuations des teneurs
en ATP et par chromatographie en phase gazeuse. Nous pensons
que cette souche bactérienne peut jouer un réle important dans
la dépollution des eaux usées des papeteries du Saguenay.

Mots clés : Bacillus psychrophilus, acdide déhydroabd@tique,
blodégradation, rivire Saguenay.
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SUMMARY

The Saguenay River (Quebec, Canada) is situated in an indus-
trialized area {(aluminium smelters, papers mills) and receives
a great amount of industrial wastewaters. Concentrations of
dissolved organic matter and suspended cellulose fibers from
the 4 local paper mills are relatively high in the waters of
the Saguenay River and are evaluated at 29 000 tons per year.
Moreover, the Saguenay River receives urban wastewaters and the
bacterial populations in the surface waters are abundant and
diversified. Among the organic matter from the paper milis, the
abietic and dehydroabietic resin acids are very toxic for
aquatic organisms. Yet, we found that, with endogenous popula-
tions of Baciffus paychrophifus in the decantation-basin, it
was possible tc oxidize the dehydroabietic acid (BHA), a non
chlorinated resinic acid. It was found that after 72 hours,
more than 92 % of this pollutant was oxidized. After a period
of 96 hours, biodegradation was complete. The kinetics of this
reaction were studied by measuring the fluctuations of the
rates of ATP and by gaz chromatography. We think that this
bacterial species is thus probably an important microorganism
controlling the toxicity of the wastewaters from the paper
mills of the Saguenay.

Key-words : Bacillus psychrophilus, dehydroabietic acdd,
bLodegradation, Saguenay River.

INTRODUCTION

Le Saguenay est un milieu estuarien situé au coeur d'une région for-
tement industrialisée (v.g. alumineries, papeteries) et regoit 4'impor-
tantes guantités d'eaux usées. Les concentrations en ions métalliques
et en matériel ligneux (de nature dissoute et particulaire) y sont re-
lativement €levées dans les eaux superficielles (LORING, 1975, 1976 ;
POCKLINGTON, 1976 ; SMITH et LORING, 1981 ; CaTE, 1981 ; THOMPSON et
COTE, 1985). bDe plus, le Saguenay draine les eaux des lacs Saint-Jean
et Kénogami, deux importants centres de villégiature, et il constitue
le milieu récepteur d'eaux usdées domestiques provenant d'un bassin de
population de plus de 160 000 habitants. Les eaux usées de plusieurs
exploitations agricoles {v.g. porcheries, cultures intensives de pomme
de terre} contribuent également & modifier plus ou moins directement la
gqualité biologique de cet écosystéme aquatique considéré comme étant le
principal affluent de l'estuaire du Saint-Laurent (D'ANGLEJAN, 1970).

La pollution provenant des quatre papeteries du Saguenay est estimée
4 29 000 tonnes de matiére organigue par an selon ENVIRONNEMENT CANADA
(1982} |, pParmi cette matiére organique gue regoit le Saguenay, certains
composés comme les acides résiniques abiétique et déhydroabiétique sont
considérés comme étant trés toxigques pour les organismes aquatiques
(HAGMAN, 1936 ; KAISER, 1976 ; COUILLARD et TRUDEL, 1981). Ces deux
acides scont rejetés dans le milieu aquatique en quantités importantes
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puisqu'ils sont évalués respectivement a 482 et 313 g par tonne de pul-
pe de bols precduite. Pour chacun de ces acides, la toxicité s'avére
relativement forte ; les études de LEACH ef al. (1976) et de WHITE et
FLOOD (1977) ont démontré que les LCS50 chez la truite arc-en-ciel, pour
une période de 96 heures, sont respectivement de 0,7 et t,1 mg.L_l.

Cependant, 1l a été démontré par HEMINGWAY et GRAVES (1973) que cer-
taines souches bactériennes comme Pieudomonas resdacvarnans et Flavo-
bac terium aesdinovorum, de méme que plusieurs espéces du genre BacLffus
telles que B. fentus, B, pantfotheuticus, B. puluvifaciens, B. pumilus,
B. pelymixa, B, subtifis, peuvent oxyder certains composés toxiques tels
que les acides résiniques. Dfautres é&tudes (BIELLMAN et al., 1973 ;
KUTNEY ¢t al., 1981, 1982, 1983) ont révélé que les bactéries du genre
Alcaligencs et le mycéte Montlenelia isabellina peuvent &tre utilisés
dans des expériences de biodégradation, et il semble gue les produits
de dégradation ne soient plus ou peu toxiques pour les organismes
aquatigques. La présente étude veutr vérifier si certaines populations
bactériennes retrcouvées dans le clarificateur, et celles endogénes du
Saguenay, sont capables de biodégrader 1'acide déhydroabiétique (ADA),
un des acides résiniques retrouvés dans le milieu.

MATERIEL ET METHODES

A} Isolement des bactéries

Les données de la présente €tude proviennment de deux stations
{SAG 1 et SAG 2) situées dans la partie amont du Saguenay (fig. 1) &
proximité du tuyau de rejet des papeteries. Ces stations furent échan-
tillonnées & trois reprises en surface et & 2 m de profondeur durant la
période de mai a aoiit 1983. Tous les échantillons d'eau furent prélevés
au moyen de bouteilles de verre de 1 L préalablement stérilisees. Paral-
lélement & ces prélévements, nous avons analysé la flore microbienne
dans les clarificateurs des papeteries.

A partir d'aliquotes de 1 ml (prélévées dans chaque échantillon d'eau
de méme gue pour les échantillons prélevés dans les clarificateurs),
nous avons effectué des dilutions 10~? dans une soluticon saline de
0,85 % et inoculé trois surfaces de gélose nutritive pour chacun de ces
échantillons (DIFCO LABORATOIRIES, 1977). Afin de permettre le dévelop-
pement d'une plus grande diversité bactérienne, chacune de ces surfaces
gélosées était incubée aux températures respectives de 25°, 35° et 45° C.
Aprés une période d'incubation de 48 heures, chague colonie distincte
était isolée et cultivée dans des bouillons nutritifs. Aprés 24 heures
a 1'étuve, ces bouillons étaient inoculés sur différentes géloses sélec-
tives et incubées pendant 48 heures & des températures de 25°, 35° et
45° ¢ (APHA et gl., 1965). De plus, la détermination du biotype bacté-
rien a été réalisée gré@ce & l'observation microscopique et au systéme
d'identification API-20E. Les bactéries identifiées comme faisant partie
du genre Bacillus furent isclées sur une gélose 4 l'amidon et incubées
4 diverses températures. La composition des géloses était la suivante
peptone : 0,5 % - extrait de levure : 0,5 % - amidon scluble : Q0,3 % -
g&lose 1,5 %.
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B) Milieu de culture

L'étude de la biodégradation de 1'ADA a été poursuivie dans des
erlenmeyers de 1 L contenant 600 mL d'une sclution synthétique de milieu
Dubos (DUBOS, 1928) dont la composition chimique est

. 0,5 g.L‘] de NaNOj3

. 1,0 g.L™! de K,HPO,

. 0,2 g.L~' de MgsO0.

. 0,01 g.L~! de Feso,.7H»0

. 0,06 g.L_l de glucose

. 0,00 g.L_] de xylose

. 0,006 g.L-'d'acide acétique

Dans chagque récipient, nous avons €galement ajouté une solution de
1 mg.L_jd'ADA préparée a partir d'une solution-mére de 1,0 g.L‘1 {four-
nies par le Laboratoire B.C. Research de Vancouver}. Pour mainteniy
1'ADA en solution, nous avons ajouté guelques gouttes de Tween 60.

Nous avons testé l'efficacité de biodégradation sur chaque type isolé
a partir de 1'eau du Saguenay et du clarificateur, en omettant les sou-
ches identiques & celles isclées et utilisées par HEMINGWAY et GRAVES
(1973) . Chague expérience comportait 4 erlenmeyers : 2 erlenmeyers conte-
naient 1'ADA et C,2 mL d'une culture bactérienne tandis que les 2 autres
servaient de témoins (dont 1'un ne contenait gue le polluant et 1'autre,
que la culture bactérienne}. Le pH de chacun des erlemeyers était main-
tenu a 7,8 £ 0,01 et la température expérimentale était de 22° £ 0,5° C
{température moyenne des eaux du clarificateur). La biodégradaticn de
1'ADA s'est poursuivie pendant 96 heures.

C) Extraction et analyse de 1'ADA

Le mode d'extraction et d'analyse de 1'ADA est conforme aux techni-
ques décrites par LEACH et THAKORE (1374 a,b) ol le mélange diethyléther
méthanol (10:1) était utilisé comme &luant. Dans chacun des 4 erlen-
meyers, des aliquotes de 10 mL étaient prélevées, traitées avec une
solution de NaCl saturée (1,4 ml) et filtrées sur une colonne de verre
de résine Amberlite XAD-2 (10 mL). L'extrait diéthylétherméthanol-ADA
était par la suite asséché avec MgS0y,. Au moyen d'un fin jet d'azote
de grande pureté, 1'ADA était séparé de l'éther et du méthanocl et en-
suite méthylé par la méthode au diazométhane {FALES et af., 1973) et
analysé par chromatographie en phase gazeuse. lLes conditicns d'analyse
en chromatographie sont &numérées au tableau 1.

D) La croissance bactérienne

Ta croissance bactérienne de chaque erlenmeyer était évalude a par-
tir de la concentration de 1'ATP mesurée au moyen d'un luminométre
LKB Wallac 1250, selon la méthodolcgie décrite par JAKUBCZAX et LECLERC
(1980), gui proposaient l'utilisation du diméthylsulfoxide (DMIO} dans
la méthodelogile d'extraction.
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Pablequ 1.~ Caractéristigues technigques pour l'analyse des
échantillons en chromatcgrapie en phase gazeuse.

Table 1.- Teshnical charactéristics for analysis of samples
by gas—chromatography.

Chromatographe Hewlett-Packard 57004

Détecteur FID

Coleonne Colonne en acier inoxydable
(1,8 m x 0,32 cm), contenant
10 % de silar 10C, maille 60-80
Chromosorbh W 1P

Température injecteur 300° C

Température détecteur 300° ¢

Prog. température bépart & 150° C pendant 4 min .
en augmentant ensuite de 2°C.min™"

jusqu'a 240° C

volume d'injection
Standard interne utilisé
% d'erreur calculé

Gaz porteur

DEbit

Atténuation

2 uL
Acide heptadécanoique (0,25-1 myg)
2,2 %

Hélium

38 mL.min~'

4

RESULTATS ET DISCUSSION

A) Diversité bactérienne

L*analyse du tableau 2 révéle que la diversité bactérienne est re-
lativement forte dans les eaux du Saguenay et dans les eaux du ¢lari-
ficateur de la papeterie. Un nombre total de 21 souches bactériennes
ont €té isolées, appartenant & 12 genres différents. Les deux familles
bactériennes les mieux représentées sont les Entercobacteriaceae et les
Bacilliaceae avec respectivement 5 et 9 souches. Les Enterchacteriaceae
se retrouvent surtout dans les eaux du Saguenay - en raison des impor-—
tants rejets d'égouts domestiques - tandis gque les Bacilliaceae sont
surtout présentes dans les eaux du clarificateur. Dans les eaux du Sa-
quenay, la dominance est assurée par Klebsiella preumondi{a et Aeromonas
hydrnophifa protecfitica, tandis que dans les eaux du clarificateur,
plus de la moitié {scit 53 %) des bactéries appartiennent au genre
Bacillus et L'espéce B. psychrophilfus y est dominante tout au long de
la saison de 1l'échantillonage.
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Tubleau 2.— Listes des espéces bactériennes retrouvées dans
les eaux superficielles du Saguenay et dans les eaux du
clarificateur des papeteries entre mai et aolt 1983.

Table 2.- List of species in the surface waters of the
Saguenay River and in the decantation-basin of the paper
mills from May to August 1983.

Espéce bactérienne Famille Eaux du Eaux du
Saguenay Clarificateur

Keebstetla preumonia E X X
Entencbacten cloaceae E X

Escherndichia cobd E X X
Citnobacten fneundid E X X
Bueinda herbicola E X

Aeromonas hydrophifa protecfytica v X X
Bacaffus polymyia B % b4
Bac {£Eus macerans B X
Bacillus sphaenicus B X
Bacllbus Lichendformis B X
BacLPlus pasteurid B X
Baciflus psuchrophilus B X
Bacillus circulans B X
Bacilflus Laofifus B X
Baciflur acidocaldanisa B X
Acinetobacten cafcvaceficus N X
Chremobaterium viofaceum X X
Pseudomonas putida P X

Poeudomenas flucaescens P X X
Pasteurella muliocida X
Feavebacterium adoratum b4

= Entercbacteria
= Vibrionaceae
Bacilliaceae

= Neisseriaceae

M o=Z m o< m
[

= Pseudomocnadaceae
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A 1l'instar de CAPLENAS et al. (1981), nous avons remarqué gu'en &épit
de conditions physico-chimiques drastiques dans les eaux de clarifica-
teur, la densité des coliformes &tait relativement élevée. L'eau du
clarificateur est un substrat riche en matiéres organiques (acides ré-
siniques, divers polysaccharides, certains alcocls comme le méthancl)
et nous avons constaté qu'elle maintient une flore bactérienne plus
dense et plus variée que celle des eaux du Saguenay. Isclée & partir
d'échantillons du clarificateur, la souche Bacillus paychrophifus s'est
avérée, aprés expérimentation, capable d'utiliser 1'ADA comme substrat
dégradable,

Dans une étude préliminaire effectude durant l'été 1978 (R. COTE,
données non publiées}, nous avions constaté que la densité bactérienne
totale était impeortante dans les eaux du Saguenay. Le nombre d'unité
formatrice de coleonie {UFC) variait entre 264 et 670 par mL avec des
valeurs maximales en aoldt. Nous avons observé une grande polyvalence de
métabolisme bactérien ; les 19 souches étudi€es se caractérisailent pax
8 biotypes bactériens. Les coliformes totaux représentaient 14 % de
cette populaticn bactérienne en juin, tandis qu'en juillet et aofit, les
pourcentages étaient Kfebsdella pneumondae (43 %), Aeromonas lwdiephdla
110 %), Acinetobactern caleceaceticus {80 ) et Entehcbacten cleaceac

(B %). Les coliformes participaient donc faiblement & la flore micro-
bienne du Saguenay.

B) Biodégradation de 1'acide déhydroabiétique (ADA)

Parmi toutes les souches bactériennes gue nous avons isclées, il y
avait seulement Baciffus pégah&ophiﬂub qui démontra un pouvoir de bilo-
dégradation de 1'ADA. L'analyse de la figure 2 nous révéle gue la bio-
dégradation de 1'ADA par cette bactérie est relativement rapide durant
les 72 premiéres heures, puisque la concentration du polluant diminue
de plus de 92 % ; aprés 96 heures, la bicdégradation semble compléte.
L'utilisation de cet acide résinique par la bactérie semble donc étre
efficace., D'ailleurs, nos résultats sont comparables 4 ceux de certains
chercheurs, notamment BRANNON €t al. (1968) et KUTNEY et agl. (1981}, qui
constatérent que la biodégradation compléte de 1'ADA pouvait s'effectuer
dans un laps de temps variant entre 24 et 96 heures, dépendamment de la
bactérie utilisée. Dans le ballon témoin, la concentration de 1'ADA
demeure assez stable.

En comparant les fluctuations temporelles de la concentration de
1'ATP dans des milieux de culture avec et sans ADA {fig. 3), nous re-
marquons que la bactérie B. psychrophilfus semble &tre plutdt pol.rva-
lente car les deux courbes de croissance présentent une trés grande
analogie. Dans les deux cas, }la phase de latence dure environ 24 heures
et la phase exponentielle s'étale entre 24 et 96 heures. Toutefois, a
partir de la 36& heure, la présence de L'ADA dans le milieu de culture
favorise un peu la croissance de la souche bactérienne puisque les
concentrations de 1'ATP sont toujours légérement plus élevées que celles
du milieu sans ADA. Puisque 1'ADA est complétement dégradé comme ncus
l'avons observé précédemment {(fig. 2), cet acide résinique ne représen-
te probablement pas l'unique source de carbone utilisée par la bactérie.
Cet acide constituerait plutét une source secondaire pouvant 4 la ri-
gueur &tre co-métabolisé en méme temps gue certains saccharides comme
le xylose et le glucose qui sont généralement présents dans les eaux
du clarificateur.
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L'obtention d'une si grande concordance entre les deux courbes de
croissance {avec et sans ADA dans le milieu de culture) pourrait nous
amener A nous interroger sur l'efficacité d'une telle bactérie a bio-
dégrader 1'ADA. Cependant l'analyse des divers chromatogrammes illustrés
4 la figure 4 nous révéle tcutefois de fagon trés évidente la diminu-
tion progressive de L'ADA dans le milieu. La disparition du pic de
1"ADA est compléte aprés 72 heures et elle est suivie par l'apparition
de nouveaux pics gqui deviennent de plus en plus accentués a partir de
96 heures.

0 HEURE ADA

24 HEURES
ADA

48 HEURES

72 HEURES
ADA

96 HEURES
aDA

Figure 4.- Chromatogrammes illustrant la dégradation bactérien-
ne de l'acide déhydroabiétique par Baciflus psychrophilus.

Figure 4.- Chromatograms showing the biodegradaiion of the
dehydroabietic actid (DHA) by Bacillus psychrophilus.
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ConcLUSTION

Nous pouvons affirmer qu'une population moncspécifique de Baciflus
wsychrophifus est capable de dégrader 1'ADA, polluant rejeté par les
papeteries et qui est néfaste pour les organismes aguatiques. Cependant,
en examinant les courbes de croissance obtenue, il semble gue 1'ADA
ne peut étre utilisé comme unique source de carbone par 8. paychtrophd-
£Lus. Dans un milieu comme le clarificateur, 1'ADA se retrouve en contact
de toute une série de composés 34 forte teneur en carbone organigque et
facilement métabolisables comme saccharides et la croissance bactérien-
ne semble étre favorisée et la bicdégradation de 1'ADA, effectuée avec
une plus grande efficacité. Nous espérons, grice aux travaux en cours
menés ovar des collégues, &tre bientdt en mesure de préciser si la Gi-
minution de 1'ADA est totalement due & la biodégradation bactérienne
ou si une adsorption de cet acide par certains composés organiqgues ne
serait pas possible. De tels résultats s'avéreront d'une grande impor-
tance pour la gualité des eaux du fiord du Saguenay puisque cet estuai-~
re regoit d'énormes quantités d'eaux usées provenant des papeteries
locales.
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