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Deux méthodes de lavage de la tubulure ont été comparées soit le lavage a 1’eau et le lavage a
I’hypochlorite de sodium. Ces lavages ont ét¢ effectués a 1’érabliere expérimentale a 50% et a
100% de la coulée. Les résultats ont permis d’observer 1’évolution de la contamination durant toute
la saison et ce en fonction de la nature des contaminants (bactéries totales, Pseudomonas, levures et
moisissures). La flore contaminante était essentiellement constituée de bactéries du genre
Pseudomonas. L’effet d’une coulée forte sur la charge microbienne est observé de fagon évidente
avec les suivis des populations. Cependant, la charge initiale de contamination étant élevée
(environ 1x10” UFC/ml), il a été difficile d’observer I’effet des méthodes de lavages proposées.
Une légére baisse des populations a été observée apres les traitements a I’eau et a 1’hypochlorite de
sodium sans toutefois déceler de différence entre les deux types de traitements. La présence de
biofilm pourrait expliquer la reprise rapide de la contamination dans la tubulure. La formation du
biofilm a la surface de la tubulure a été observée en microscopie ¢lectronique a balayage. Les
photos au microscope ¢€lectronique n’ont pas démontré que le biofilm s’installait de fagon
préférentielle sur la surface de la tubulure (bas versus haut du tube). Les effets des traitements de
lavage n’ont également pas ét¢ démontrés grace a la microscopie €lectronique. La poursuite des
travaux sera consacrée a I’¢tude de différents produits de lavage et sur différents procédés pouvant
limiter I’accumulation du biofilm a la surface de la tubulure.
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Problématique

L’adhérence des microorganismes est un phénomene commun (Bourion et coll. 1996). Les contaminants
naturels de ’eau d’érable se fixent sur la surface interne de la tubulure, proliférent en formant des micro
colonies et, avec le temps, forment un film biologique sur le plastique. Ce biofilm, formé de nombreux
contaminants capables d’adhérer grace aux polysaccharides qu’ils synthétisent, s’épaissit pour former le
glycocalyx. En fixant les molécules nutritives qui circulent au voisinage immédiat des microorganismes,
le glycocalyx sert aussi de réservoir alimentaire. Le glycocalyx offre une protection contre les agressions
extérieures comme les désinfectants (Bourion et coll., 1996, Gauthier et Isoard, 1989). L’eau d’érable en
contact avec le biofilm se contamine donc facilement. On dit que lorsque la température est froide, le
métabolisme lent des bactéries semble empécher la production de polysaccharides (Stone et Zottola,
1985). En début de saison, les temps froids ne favoriseraient donc pas la formation de glycocalyx. Il est
donc important d’avoir une procédure de nettoyage adéquate en fin de saison de maniére a recommencer
la nouvelle saison avec du matériel le plus propre possible.

Le chlore est le désinfectant recommandé pour le lavage de la tubulure dans les érablieres (CPVQ 1984).
Ses avantages sont, entre autres, d’avoir un large spectre de désinfection et d’étre efficace a basse
température. La solubilité du chlore est a son optimum autour de 5°C (NAFPP, 1994). De plus, le chlore
ne mousse pas et la dureté¢ de 1’eau ne I’affecte pas. Toutefois, il perd beaucoup de son efficacité lorsque
le pH est plus élevé que 8,5 (Lenahan, 1992). A pH légérement acide, on le retrouve sous la forme d’acide
hypochlorique (HOCI) qui est un bactéricide trés puissant (Andrade et coll., 1995). Depuis 1986, on
recommande pour le lavage de la tubulure, ’utilisation du chlore a 600 ppm.

Dépendant de [D’installation, les résidus de produits de lavage peuvent étre problématiques. La
concentration de ’eau d’érable pour la fabrication du sirop et le fait qu’une petite quantité de résidus de
produits de lavage se trouve multipliée par 40 peut entrainer de mauvaises saveurs. Un produit tel que le
peroxyde d’hydrogéne ne devrait pas causer de problémes, mais les produits stabilisants qui y sont ajoutés
seraient a vérifier. Pour ce qui est de 1’usage de 1’hypochlorite de sodium, une enquéte démontre que
celui-ci n’a pas d’incidence sur I’apparition de gott salé dans le sirop en dessous de 200 ppm et sur
I’innocuité du sirop (Dumont, 1997).

Les conclusions apportées par les résultats du projet de 1997 amenent a se pencher sur ’efficacité de
I’eau comme produit de lavage. Un lavage a I’eau a démontré qu’il avait un certain potentiel a diminuer la
charge microbienne de 1’eau d’érable. Avec 1’imbroglio concernant les résidus de produits de lavage dans
le sirop d’érable, I’utilisation de 1’eau comme agent de lavage semble tout a fait justifiée. Les questions
qui restent en suspend concernent la vitesse de reprise de la contamination et I’efficacité d’un tel
traitement si la fréquence des lavages est moindre. La microscopie serait alors un outil intéressant
permettant d’évaluer 1’efficacité du lavage pour déloger le biofilm.
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Objectifs du projet

1. Déterminer la qualité microbiologique de I’eau d’érable qui circule dans les tubes collecteurs
immédiatement avant chaque lavage afin d’évaluer la charge potentielle de contaminants

2. Déterminer la qualit¢é microbiologique de la paroi des tubes avant et aprés lavage pour évaluer
I’efficacité relative de chaque traitement

3. Evaluer la vitesse de reprise de la contamination de I’eau d’érable

4. Déterminer par microscopie électronique, I’effet du lavage sur le biofilm

Hypothese

Sur la bases des données actuellement disponibles, ce projet vise a vérifier les hypothéses suivantes :

e Une technique de lavage appropriée permet de diminuer de fagon appréciable la charge microbienne
de I’eau d’érable

e La vitesse de reprise de la contamination de 1’eau d’érable est significativement diminuée par une
pratique de lavage adéquate

Protocole expérimental

Plan expérimental

Les traitements étaient appliqués sur 4 lignes de tubulures complétement indépendantes les unes des
autres et de longueur égale soit 500 pieds. Les bonnes pratiques d’entaillage ont été utilisées pour entailler
les arbres servant a I’étude.

Tube 1 = Tube témoin sans lavage

Tube 2 = Tube avec lavage a I’eau a 50% et 100% de la coulée

Tube 3 = Tube ou ’entaillage des arbres est fait & 50% de la coulée suivi d’un lavage a I’eau a 100% de
la coulée

Tube 4 = Tube avec lavage a I’hypochlorite de sodium (600 ppm) a 50% et 100% de la coulée

Le % de coulée était estimé a partir du volume d’eau d’érable recueillie par rapport au volume total de la
saison.
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Dénombrement Microbiologique
Eau d’érable

La qualité microbiologique de I’eau d’érable était évaluée en procédant a des dénombrements microbiens
de la flore totale sur un milieu gélos¢é PCA incubé a 30°C pendant 48 heures. Le dénombrement des
bactéries du genre Pseudomonas était également effectué sur milieu Pseudomonas agar incubé a 30°C
pendant 48 heures. Le nombre de levures et moisissures était aussi obtenu sur gélose acidifié¢e PDA
incubée & 23°C pendant 5 jours. Le suivi des populations microbiennes de 1’eau d’érable a été effectué¢ en
analysant I’eau d’érable de la ligne T1 a tous les 2 jours durant toute la saison de coulée. L’eau d’érable
provenant des lignes T2, T3 et T4 a ét¢ dénombrée a 50% de la coulée avant et aprés le traitement de
lavage.

Surface de la tubulure

Les analyses microbiologiques de la surface des tubes étaient réalisées au début de la saison ainsi
qu’avant et aprés le traitement de lavage de la tubulure a 50% de la coulée. Ces analyses étaient
effectuées en prélevant une section de tube dont la surface externe était préalablement désinfectée a
I’alcool éthylique a 70%. La section de tube était congelée dans un sac aseptique avant d’étre analysée.
Au moment de I’analyse, le tube était décongelé et coupé aseptiquement afin d’avoir une section d’une
longueur d’environ 1 cm de longueur pour une surface interne d’environ 4,5cm’. Cette section était
ensuite plongée dans une éprouvette contenant 10 ml d’eau peptonée stérile contenant des billes de verre.
L’éprouvette contenant la section de tube a analyser €tait par la suite placée dans un bain a ultrasons et
traitée a 47 kHz durant 1 minute. Ce traitement est efficace pour déloger les bactéries de la surface sans
étre néfaste pour la viabilité des bactéries (Bourion et coll., 1996). Suite au traitement aux ultrasons, les
dénombrements microbiologiques des échantillons étaient effectués sur PCA pour la flore totale,
Pseudomonas agar pour les bactéries du genre Pseudomonas et sur PDA acidifi¢ pour les levures et
moisissures.

Volume de coulée

Le volume de coulée était exprimé par le nombre de litres & 1’entaille et était obtenu en mesurant la
quantité d’eau d’érable recueillie et en divisant cette quantité par le nombre d’entailles effectuées. Le
nombre d’entailles était de 270 avant 50% de la coulée et 360 aprés 50% de la coulée (entaillage de T3),
ce qui faisait 90 entailles par ligne de tubulure.

Microscopie électronique

Afin d’observer 1’aspect du biofilm a la surface de la tubulure, des échantillons de celle-ci ont été
analysés en microscopie €électronique a balayage. Les échantillons ont été préparés en les fixant au
glutaraldéhyde et en les déshydratant par des passages successifs dans une série de solutions d’éthanol de
concentrations croissantes (jusqu’a 100%). Par la suite, les échantillons ont été séchés dans un appareil de
séchage au point critique (CO?). Les échantillons ont finalement été recouverts d’or et observés a 5 kV en
microscopie a balayage (Nanolab LE2100). L’orientation des échantillons de tubulure prélevés était notée
afin d’observer si la formation du biofilm était uniforme sur la surface interne de la tubulure (haut vs bas).
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Résultats et discussion

Profil de la contamination microbienne de I’eau d’érable

L’évolution de la contamination microbienne de I’eau d’érable a été suivie tout au long de la saison de
coulée. Les résultats de ce suivi est présenté a la figure 1. Comme on peu le constater, la contamination de
I’ecau d’érable est relativement élevée dés le début de la saison, ce qui est considéré comme inhabituel.
Généralement, la contamination microbienne en début de saison est relativement faible et est dans la
plupart des cas inférieure & 1x10* UFC/ml. La flore totale se situe au jour julien (JJ) 61 a environ 1 x 10’
UFC/ml tandis que les Pseudomonas et les levures sont a environ 1 x 10° UFC/ml. Le nombre de
moisissures est plus faible et se situe entre 1 x 10’ et 1 x 10* UFC/ml. En regardant la figure 1, on
constate une légere augmentation de contaminants au (JJ) 67 qui serait da a la faible coulée du JJ 66 (21
litres). Par la suite, les froids intenses entre les JJ 70 et JJ 83 ont entrainés une certaine stabilité dans la
contamination pour la méme période. A remarquer sur la figure 1 que le nombre de Pseudomonas est
presque équivalent au nombre de bactéries totales et ce pour la durée compléte de la saison de coulée. Ce
résultat laisse croire que ce genre de bactéries constitue la majorité de la flore microbienne de I’eau
d’érable. Les levures et moisissures quant a elles demeurent en quantités inféricures tout au long de la
coulée (environ 2 a 3 logs de moins pour les levures et 3 & 4 logs de moins pour les moisissures).

La mesure du volume moyen de coulée par entaille tel que montré a la figure 1 permet de mettre en
relation le débit de coulée et la contamination microbienne. Les fortes coulées des JJ 94 et 95 ont eu un
effet bénéfique sur la contamination bactérienne qui a €té réduite de 99 % dans le cas du témoin. La
coulée moyenne a atteint 4 L/entaille a cette période ce qui est environ le double d’une coulée normale.
Une forte coulée pourrait donc avoir un effet bénéfique appréciable comparable dans certains cas a un
traitement de lavage. Dans 1’ensemble, les résultats laisse croire que les conditions climatiques ont une
influence importante sur la contamination microbienne. Cette contamination serait diminuée lorsque la
température s’éléve et permet une coulée abondante ou lorsque la température est intensément froide et
que la croissance microbienne est arrétée. Elle serait par ailleurs favorisée lorsque que la température est
suffisamment froide pour ralentir la coulée mais pas trop froide pour laisser la flore psychrotrophe se
développer.
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Figure 1 : Evolution de la contamination microbienne et de la coulée
durant la saison 1998
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Effet du lavage sur la contamination de la tubulure

Le graphique 2 présente les résultats de 1’effet des traitements de lavage de la tubulure a 50% de la coulée
(JJ 89) sur la qualité microbiologiques de 1’eau d’érable. La ligne T2 a subi un lavage a I’eau tandis que la
ligne T4 a été lavée a I’hypochlorite de sodium. Les arbres du traitement T3 ont été entaillés a 50% de la
coulée. On remarquera que la charge bactérienne de 1’eau d’érable est considérablement élevée et que
méme apres un traitement de lavage, cette charge reste tout de méme importante se situant a environ
1x10” UFC/ml. Néanmoins, le lavage a I’eau montre une 1égére diminution de la flore bactérienne de
I’eau d’érable d’environ 84% par rapport au témoin au jour julien 91. Le lavage a I’eau se compare donc
au lavage a I’hypochlorite de sodium qui lui a permis d’obtenir une réduction de 91% de la flore
bactérienne. Toutefois, la progression de la contamination de 1’eau d’érable provenant de la tubulure
ayant ¢té traitée se compare a celle du témoin ou la contamination est relativement élevée. La
contamination élevée de I’eau en début de saison est probablement responsable de la reprise rapide de la
contamination suite au traitement de lavage. Probablement qu’en ayant une contamination plus
représentative du début de saison (environ 1 x 10* UFC/ml), la reprise de la croissance suite au traitement
aurait été plus lente.

11 est également possible de noter a la figure 2, I’effet de la forte coulée des JJ 94-95 ou les populations
bactériennes ont affiché une légere baisse pour cette période. La diminution de la contamination est
relativement importante pour la tubulure témoin et plus modeste pour les autres traitements. De plus, en
procédant a un entaillage tardif (50% de la coulée), on obtient une population de départ significativement
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plus faible (T3) que pour les autres traitements. Cependant, la progression de la contamination de 1’eau
d’érable est rapide et vient rejoindre le niveau de population avec un entaillage en début de saison. L’eau
d’érable de la tubulure T3 posséde tout de méme une charge bactérienne importante méme si I’entaillage
a ¢été fait tardivement, ce qui expliquerait la progression rapide de sa population. De fagcon générale, les
courbes de contamination bactérienne ont un profil trés semblable pour chacun des traitements, ce qui
semble dénoter une forte influence climatique sur la charge microbienne.

Figure 2 : Contamination bactérienne de 1'eau d'érable provenant de
différentes lignes de tubulure durant la saison 1998 en fonction de
différents traitements de lavage
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L’analyse de la charge bactérienne a la surface de la tubulure a par ailleurs donné des résultats un peu
surprenant comme on peut le constater a la figure 3. Sur cette figure, il aurait ét¢ normal d’observer que
les traitements de lavage n’ont pas permis de diminuer la contamination a la surface de la tubulure
puisque la contamination de 1’eau d’érable correspondante était restée élevée (figure 2). Cette constatation
est vraie pour le lavage a ’eau T2 ou la diminution de la contamination de surface est négligeable et se
situe au méme niveau que le témoin sans lavage T1. Cependant, pour le lavage a I’hypochlorite de
sodium, la diminution de la flore de surface est considérable, passant de presque 1x10° UFC/cm® a
presque 1x10' UFC/cm’ (diminution de 99.99%). Un résultat similaire est aussi obtenu pour un lavage a
I’hypochlorite de sodium a 100% de la coulée. Dans un tel cas, il aurait été possible de pensé que cette
diminution de contamination se répercute sur la charge microbienne de 1’eau d’érable correspondante
mais ce phénoméne n’a pas été observé. Plusieurs raisons peuvent étre évoquées afin d’expliquer la
différence de contamination entre la surface de la tubulure et I’eau d’érable qui y transite. On peut
s’interroger a savoir si en prélevant une section de tubulure pour analyse, cette section est représentative
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de I’ensemble de la tubulure. On pourrait penser que le traitement de lavage serait efficace dans les
régions lisses de la tubulure mais ne le serait pas a certains points difficiles a atteindre de la tubulure
(joints, coudes, valves...). Aussi, une certaine part de la contamination pourrait venir de 1’entaille qui
n’est pas décontaminée pendant la coulée. Pour le traitement T3 ou I’entaillage a été fait a 50% de la
coulée, les résultats démontrent que la contamination de surface au départ est relativement faible et que
I’eau d’érable obtenue de cette tubulure posséde une contamination inférieure au témoin (figure 2).
Cependant, la contamination de surface de la tubulure T3 (environ 1x10> UFC/cm®) au départ serait tout
de méme assez suffisante pour amener une progression rapide de la contamination de 1’eau d’érable qui y
circule comparable a 1’eau d’érable d’un entaillage en début de saison. Il faut également ajouter que la
tubulure utilisée lors de ce projet n’était pas neuve par conséquent elle pouvait présenter une certaine
usure de sa surface interne laissant place a I’attachement du biofilm.

Figure 3 : Contamination bactérienne totale de surface avant et apreés
différents traitements de lavage a 50% de la coulée
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Observation au microscope électronique

Des essais de lavage de la tubulure par les années passées ont amené a penser que la formation du biofilm
a la surface de la tubulure pouvait étre préférentielle par rapport a I’orientation du tube. En effet, lorsque
I’cau d’érable s’écoule dans la tubulure, le bas du tube est lavé contrairement au haut qui reste
passablement sec. La formation du biofilm serait donc favorisée au haut du tube ou la probabilité du
lavage par la coulée de 1’eau d’érable est plus faible et que la disponibilité des nutriments est suffisante
pour assurer 1’élaboration du biofilm. L’observation en microscopie électronique a balayage n’a
cependant pas pu déceler une quelconque formation préférentielle du biofilm a la surface de la tubulure.
L’observation des échantillons du haut de la tubulure apparaissaient semblables a ceux du bas, ce qui peut
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signifier que la construction du biofilm ne se fait pas de maniére homogéne. La couche de biofilm était
observable autant sur la partie du haut que du bas de la tubulure. D’autres parts, 1’observation en
microscopie électronique n’a pas décelé de différence entre les sections de tubulure ayant été lavées (eau
ou NaOCl) et celles n’ayant pas été lavées. De méme, aucune différence n’a été remarquée entre les
échantillons de tubulure avec I’avancement de la saison. Vue 1’hétérogénéité de la surface interne de la
tubulure, il est difficile d’interpréter correctement les observations au microscope électronique. Or, la
section de tubulure analysée pourrait ne pas étre représentative de I’ensemble de la surface interne et ainsi
engendrer certaines difficultés dans 1’interprétation des observations. De plus, la possibilité d’observer
des artefacts peut aussi apporter quelques difficultés venant fausser 1’interprétations des résultats.

Ceci étant dit, la figure 4 montre une surface de tubulure intacte n’ayant pas été colonisée par un biofilm
microbien mais présentant tout de méme un amas de cellules au centre de la photo. Cette figure constitue
donc un exemple de surface intacte sur laquelle le biofilm n’est pas encore ¢laboré. On remarquera par
contre que cette surface présente une certaine porosité offrant ainsi une sorte de point d’encrage aux
cellules lesquelles pourront s’y installer et proliférer pour former le biofilm. Pour illustrer ce qu’est un
biofilm, la figure 5 en donne un exemple éloquent ou la couche de polysaccharide semble emprisonner
des cellules microbiennes a la surface interne de la tubulure. On y observe donc une couche appréciable
de polysaccharide d’une certaine épaisseur ou des cellules bactériennes en forme de batonnet semblent
étre retenues par la matrice. Il est donc facile d’imaginer qu'une telle couche de matériel microbien soit
difficile a déloger et qu’elle peut offrir un environnement protecteur aux cellules microbiennes. Le
biofilm devient donc une source de contamination importante qui doit étre considérée dans 1’¢laboration
d’une technologie de lavage et d‘assainissement.
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Figure 4 : Observation au microscope électronique & balayage d’une surface interne de tubulure témoin
sans biofilm

Figure 5 : Observation en microscopie €lectronique a balayage du biofilm a la surface interne de
la tubulure utilisée pour la collecte de I’eau d’érable
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Conclusion

Les résultats obtenus de ce projet ont permis d’observer I’évolution de la contamination microbienne de
I’eau d’érable durant la saison de coulée. Cette contamination, principalement dominée par les bactéries
du genre Pseudomonas, était déja importante deés le début de la saison, ce qui est relativement inhabituel.
L’évolution de la contamination semble avoir un lien avec les conditions climatiques qui prévalent. A une
période de froid intense, la contamination reste a peu preés stable tandis qu’a une période plus chaude de la
saison, la coulée est plus importante et la contamination diminue de fagon appréciable.

D’autres parts, les résultats obtenus de ’effet des traitements de lavage montrent que ’ecau d’érable
récoltée aprés un traitement de lavage a 1’eau ou a I’hypochlorite de sodium est légérement moins
contaminée comparativement au témoin sans lavage. Le niveau de contamination de 1’eau d’érable reste
néanmoins élevée, ce qui contribue a une reprise rapide de la croissance pour obtenir finalement un profil
de contamination rejoignant celui du témoin. En dénombrant la flore a la surface de la tubulure avant et
aprés lavage a I’eau, aucune diminution de la contamination n’est observée. Cependant, pour un lavage a
I’hypochlorite de sodium, la diminution de la contamination est considérable. Ce résultat semble
surprenant puisque aucune diminution de la contamination n’a été observée sur 1’eau d’érable suite au
lavage a I’hypochlorite de sodium. Or, il serait concevable de penser que la section de tubulure analysée
n’est pas représentative de la tubulure entiére ou bien que la contamination origine d’une autre source que
la tubulure traitée (entaille, portion de tubulure non traitée, ...). Par ailleurs, I’entaillage tardif (50% de la
coulée) a permis de constater que la contamination de 1’eau d’érable provenant de ces entailles était
relativement basse au départ mais qu’elle progressait rapidement pour finalement rejoindre la
contamination provenant d’un entaillage en début de saison.

La microscopie électronique quant a elle n’a pas ét¢ en mesure de mettre en évidence la formation
préférentielle du biofilm par rapport a I’orientation de la tubulure. De méme, il a été impossible
d’observer I’effet du lavage et la différence entre un lavage a I’eau et un lavage a 1’hypochlorite de
sodium par un examen au microscope ¢électronique.

Par conséquent, il devient donc difficile de conclure sur D’efficacité du traitement de lavage. La
contamination exceptionnellement élevée de la tubulure au départ a eu pour conséquence de diminuer
I’effet des traitements de lavage étudiés. Ce qui améne a dire que dans une étude comme celle-ci,
plusieurs facteurs interviennent dans I’évaluation des traitements rendant ainsi le contrdle des conditions
difficile. Or, dans la poursuite de 1’évaluation du traitement de lavage afin d’améliorer la qualité
microbiologique de 1’eau d’érable, il serait peut €tre intéressant de concevoir un modéle recréant les
conditions de coulée. Ce mod¢le pourrait vraisemblablement permettre de controler les parametres (débit,
niveau de contamination, concentration d’assainissant, température, ...) intervenant dans 1’observation
des effets mesurés. Les comparaisons des conditions de lavage testées pourront ainsi étre plus valables et
apporter plus d’informations sur le traitement a utiliser a 1’érablicre.
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