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I ntroduction

I ntroduction

Dans un monde ou la sécurité alimentaire est actuellement menacée, assurer une
production agricole satisfaisante et durable est un objectif majeur et souhaité (Dakhli et al.,
2014). Ains I'olivier connait une extension progressive a travers le monde durant les
derniéres annees.

La production dhuile d'olive a un impact vital sur le développement socio-
économique dans la plupart des pays méditerranéens, qui restent prédominants avec 97.5%
de laproduction d’ huile d’ olive (Munir, 2016).

L’ Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens, elle se positionne apres
I’Espagne, I'Italie, la Gréce et la Tunisie qui sont par ordre d’importance, les plus gros
producteurs d' huile d’ olive (Tsagariki et al., 2007).

L’industrie olécole génére en plus de I’ huile d olive deux autres sous-produits ; un
rejet solide connu sous le nom «grignon» et un autre liquide connu sous le nom
«margine». La séparation des phases liquides (huile et margines) de la phase solide
(grignons) est réalisée al'aide de différents équipements au sein desquels la péate d'olive est
soumise a l'action de forces diverses qui, en fonction du systeme employé, peuvent étre: la
pression (systéme discontinu ou traditionnel) ou la force centrifuge (systeme continu)
(Roussos et al., 2009).

En tant que sous-produits nuisibles a I'environnement, environ 30 millions de
tonnes de ces déchets par an sont produites dans le monde. Il est donc nécessaire
d'approfondir |a recherche sur le développement de nouvelles méthodes et technologies de
bioremediation des margines et grignons d'olive, ains pour les mettre en valeur par la
biotechnol ogie microbienne (Darvishi, 2012).

On estime que pour 15 litres d huile produites correspondent 40 kilos de grignons
et 70 kilos de margines, soit 110 kilos de déchets. Actuellement, plus d’une centaine de
milliers de tonnes de ces résidus sont déversés dans la nature, entrainant une pollution
considérable (Anonyme, 2014). A I’ échelle de I’ Europe, on estime que les grignons d’ olive
représentent 6800000 tonnes et |es margines 4600000 tonnes (Sauvant, 2011).

Ces effluents, trés chargés en matiéres organique et minérale et particulierement en
composes phénoliques (Balaid et al., 2002), ont un impact négatif important sur
I’ environnement, en raison de leur phytotoxicité élevée contre les microorganismes du sol
et la vie aguatique (Elmekawy et al., 2014). Ainsi, ces derniers sont difficilement
biodégradables et inhibent |’ activité biologique (Balaid et al., 2002).

-
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L’ épandage des effluents d' huileries d olives tres riches en ééments azotés, peut
causer une pollution par les nitrates des nappes situées dans la zone ou a proximité de la
zone d’ épandage et souiller laqualité de |’ eau potable (Benyahia et Zein, 2003).

L es substances toxiques contenues dans ces effluents se fixent dans les sols. Certaines de
ces substances telles que les phénols peuvent inhiber I’ activité microbienne et détruire la
microflore du sol (Marisot et Tournier, 1986).

Malgré les problemes posés par les margines sur |’ environnement, ces dernieres
peuvent étre valorisees en subissant des traitements préal ables permettant de produire des
sous-produits présentant des roles bénéfiques divers (Ghattas, 2004).

La protection de I’environnement et la maitrise de |’ énergie sont parmi les piliers
du développement durable, qui constitue un enjeu majeur pour I’ avenir del” homme et de la
planéte (Chouchene, 2010). De nombreuses études ont montré qu’il est tout afait possible
et viable de valoriser les sous-produits de I’ olive, les grignons et les margines, €t ce, a la
fois, pour mettre fin a cette pollution et pour générer des sources de revenus
complémentaires pour |e secteur oléicole.

Apres traitement, ces déchets d' olive pourraient étre utilisés pour |I'éandage et
I"irrigation sans les contraintes imposées par la toxicité des polyphénols. L'efficacité du
traitement est estimée par le degré de polymérisation ou d'humification des polyphénols et
par laréduction efficace des phytotoxiques et microtoxigues dans le sol (Colarieti, 2006).

Les effluents de I’huile d'olive sont récalcitrants a la biodégradation en raison des
valeurs élevées de la demande chimique en oxygene (DCO), de la demande biologique en
oxygene (DBO) et des composés phénoliques (Fiorentino, 2004), dont les valeurs peuvent
atteindre (80-200 g/L) et (50-100g/L) respectivement (Khoufi et al., 2016).

Plusieurs microorganismes du sol utilisent la matiere organique des margines

comme seule source de carbone (Nefzaoui, 1987).

C'est dans ce cadre que s'inscrit notre présente éude qui a comme principaux
objectifs:
- L’ évaluation de I’ effet des margines et grignons d’ olive sur la croissance de rhizobium ;
- Tester la capacité des rhizobiums a dégrader les sous-produits de I'industrie oléicole et

leur utilisation comme substrats carbonés.

.
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|. PRODUCTION OLEICOLE

|.1. Production olécole dansle monde

En 50 ans, la production et la consommation mondiales d huile d’olive ont triplé,
passant de 1 a 3 millions de tonnes. L’ Europe est un acteur important de ce marché avec
I” Espagne, premier producteur mondial, et la Grece, premier pays consommateur. Face ala
baisse de la production européenne, due aux mauvaises conditions climatiques (sécheresse
de I'été et douceur de I'hiver), la Tunisie est devenue le premier exportateur mondial en
2015 (COl, 2016).

Les données relatives a la production mondiale d' huile d’olive (figure 1) font état
d une quantité de 2,4 millions de tonnes au cours de la campagne 2014/2015 (CIO, 2016).

On estime que 10 & 30 millions de m® de margines sont générés chague année & partir
de la production d’ huile d’ olive (Niaounakis, 2006). En adoptant la moyenne de 35% pour
le pourcentage de grignons bruts par rapport aux olives traitées, la production mondiale de
grignons bruts est estimée a environ 2,9 millions de tonnes. Sachant qu’ en moyenne 100 kg
d olives traitées engendrent 100 litres de margines, la production mondiale de margine

serait de 8,4 millions de métres cubes (Boucherba, 2014).

Figure 1 : Répartition de la production deI” huile d’ olive dans e monde (FAO, 2016)

.
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|.2. Production oléicole en Algérie

La campagne olécole 2014/2015, en termes de production d huile a é&é de loin
I”une des meilleures depuis plusieurs années en enregistrant une production record de plus
900 000 (hl) d"huile (ONFAA, 2016). Le potentiel oléicole est concentré dans les régions
montagneuses (Tableau 1).

Tableau |: Evaluation de la compagne oléicole 2015/2016 a travers les wilayas

potentielles (ONFAA, 2016)

133 15 17.8 28

Selon les statistiques de I' I TAFV, I'oléiculture Algérienne a enregistré, entre 1999
et 2014, une croissance de 130% en termes de superficie passant de 165.000 hectares a
380.000 ha. L'entrée en production des nouvelles plantations (215.000 ha) devrait hisser la
production &120.000 tonnes d'huile &l'horizon 2020 (ONFAA, 2016).

La production d'huile d’olives est une activité traditionnelle en Algérie. L'activité
compte prés de 1650 huileries, dont seulement 165 huileries modernes (Vossen, 2013).
L’ Algérie vise a moderniser le secteur de |"huile d’olive afin d’améliorer la qualité et la
guantité du produit. En effet, au mois de janvier 2016, alors que la campagne est toujours
en cours, la production des olives a huile a atteint 3 817 095 gl soit une croissance de 36%

comparativement ala méme période de la campagne écoulée (CIO, 2016).
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|.3. Systemes d’ extraction del’huiled’ olive

Trois systemes d’ extraction sont & présent utilises (figure 1).

|.3.1. Systéme discontinu de presse (ou classique) : Les systémes a presses sont des
systemes classiques. Ils commencent par un broyage des olives suivi du malaxage et du
pressage (El hajouji, 2007). 1| permet larécupération de trois phases. deux liquides, I huile
et |’ eau de végétation (margine) et une phase solide : grignon

|.3.2. Procédé continu a trois phases: Les olives sont lavées, broyées, mélangées avec
de I’ eau chaude et malaxées pour former la pate d’ olive qui est ensuite diluée (EI hajouji,
2007).

1.3.3. Systéme continu a deux phases: Cette technologie a débuté en 1992 et elle permet
une séparation de la pate en deux phases (huile et grignon). La totalité de la margine est
mélangée avec les grignons. Ce procédé est qualifié d écologique puisqu’il éimine la

guantité de margine aregjeter (S Habou, 2004).

Olive
A4
p -
Lavage
—
! ! l
Processus par presse Processus continue Processus continu
(traditionnel) a trois phases a deux phases
~ - - - ~
[ Broyage ] Broyage et meulage ] Broyvage Meulage
< — L’eau

Pression

i/ V]
I|I 'III
ittty 1 V ¥
! Grignon H - -
i : { Centrifugation horvizontale J [ Centrifugation horizontale \I
__________
L™ huile d olive + ) - v
L’eau /\
J' L huile HE
-, - . !
H L)

] !  Déchets | L’huile ! Grignons | dolive !
v L~
Décantation J | végétaux + | d*olive H )
L ISk S
' L eaun ‘: l I
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Figure 2: Processus d’ extraction de |’ huile d olive (Morillo et al., 2009)
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|.1.2.Les sous-produitsdel’oléiculture

1.1.2.1. Lesmargines

Les margines, |I’ensemble de déchets liquides, sont constituées, en fonction du
systeme de séparation utilisé dans I’ opération d extraction : des eaux de lavage du fruit,
des eaux de rincage de trémies de stockage, des eaux gjoutées au cours du malaxage, des
eaux de nettoyage d' huile et des eaux de végétation de I’ olive elle-méme, qui représentent
aelles seules 40 a 50% des eaux (Nefzaoui, 1991).

|.1.2.1.1.Caractéristiques physicochimiques des mar gines

Les effluents des systemes d’ extraction d’ olives présente un pH acide, une toxicité
saline considérable reflétée par des valeurs élevées de conductivité électrique et une charge
importante de polluants organiques (Ochando et a, 2016). Elles se caractérisent par leur

pouvoir antimicrobien (Esmail et al., 2015).

Les margines se présentent comme un liquide résiduel aqueux, de couleur brune
rougeétre a noire avec une forte odeur d’ olive et un aspect trouble (Ranalli et al., 1991).

Ces effluents sont généralement constitués de : 83.2% d'eau, 15% de substances
organiques et 1.8% de substances minérales (Fiestas et Borja, 1992).

Les margines sont des eaux de végétation qui sont genérées lors de I'extraction de
I'huile d'olive vierge, ses valeurs de pH comprises entre 4,2 et 5,9 (Eroglu et al., 2008). Ce
sont des effluents riches en matiére organique (composés phénoliques, lipides, sucres,
protéines, ...) et en sels minéraux (potassium, sodium, magnésium, ...) (Yaakoubi et al.,
2009).

1.1.2.1.2. Caractéristiques microbiologiques des mar gines

Des analyses microbiol ogiques ont montré que les levures et les champignons sont
capables de s'y développer mieux que les bactéries (Aissam et al., 2002). 130 espéces de
microorganismes lipolytiques (56 champignons, 22 levures et 52 bactéries) ont été
rapportées dans les margines. Des bactéries celulolytiques, des champignons
pectinolytiques et des actinomycetes sont également rapportés (Ramos-Cormenzana,
1986). Plusieurs genres des levures sont isolés et identifiées dans les margines:
Saccharomyces, Candida et Williopsis (Ciafardini et al., 2006).

-
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1.1.2.2. Lesgrignonsd’olive

Les grignons sont les résidus solides obtenus aprées le premier pressage des olives.
IIs contiennent encore de I’ huile appel ée huile secondaire. |Is sont composés de peaux, de
résidus de pulpe et de fragments des noyaux. Ces déchets contiennent en moyenne 28,5%
d'eau, 41,5% de coque, 21,5% de pulpe et 8,5% d’ huile (Amic et Dalmasso, 2013).

Selon Sansoucy (1984), il existe différents types de grignons.

a) legrignon brut: c'est le résidu de la premiere extraction de I'huile par pression de
I'olive entiére. Ses teneurs relativement élevées en eau (24%) et en huile (9%)
favorisent son atération rapide lorsqu'il est laissé al'air libre.

b) le grignon épuisé: c'est le résidu obtenu apres déshuilage du grignon brut par un
solvant, généralement |'hexane.

c) legrignon partiellement dénoyauté : résulte de la séparation partielle du noyau de
la pulpe par tamisage ou ventilation.

d) le grignon humide: Le grignon humide est soumis, dans les huileries a deux
phases, afin d’extraire entre 40 et 60% de I’ huile restante. Il est ensuite emmené
dans des usines d’ extraction d huile de grignon, ou, apres un séchage permettra
d atteindre 8% d’ humidité (Nefzaoui, 1984).

1.1.1.2.1.Composition physico-chimique du grignon d’olive

Cet effluent semi-solide a une teneur en eau d’environ 65%, un pH Iégérement
acide, une teneur trés élevée en matiére organique et une proportion considérable de
graisses (Tableau 2) (Cucci et al., 2008)

-
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Tableau Il : Composition physico-chimique du grignon d olive (valeur en poids sec)

(Cucci et al., 2008).

Paramétres Valeurs
pH 5,15
Humidité (g.100g™) 55,80
Carbone organique (g.100g™) 51,77
Phénol (mg.g™) 12,37
Graisses (g.100g™) 10,93
N Total (mg.g™) 1,18
P Total (mg.g™) 0,15
K Total (mg.g™) 1,03
Zn (mg.g?) 20,00
Mn (mg.g™) 10,00

1.1.2.3. Toxicité desmargines sur |’ environnement

Ces effluents constituent un grave probleme avec un impact négatif sévere sur la
qualité des sols et de I'eau, et donc sur I’environnement et |’ agriculture (Khoufi et al.,
2007).

Latoxicité des margines est due essentiellement a la présence des acides gras libres
alongue chaine et des composés phénoliques a fortes concentrations (4 a 15g/L) (Zahari et
al., 2014). Ces composeés sont synthétisés contre certains agents pathogenes (Bianco et al.,
1999).

Les margines contiennent des concentrations élevées en phosphores et en tannins
ains gu’ une large quantité de nutriments (Ghattas, 2004). Elles sont capables de modifier
la composition microbienne du sol par I'intermédiaire de leur activité antibactérienne
(Borya et al., 1995). Ces effluents agissent sur les bactéries en dénaturant les protéines
cellulaires et en altérant leurs membranes (Ranali, 1991).

Les composes phénoliques peuvent agir en tant que composants phytotoxiques,
inhibant la croissance ainsi que la germination des plantes et la croissance végétative
(Morillo et al., 2009).

L’ impact environnemental se traduit par plusieurs phénomenes :

 Acidification du milieu

.
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* Destruction de la microflore bactérienne du sol
* Pollution des oueds et barrages et disparition de la vie aquatique
* Pollution de la nappe souterraine

» Forte agressivité, vis-a-vis des matériaux constituant les canalisations (FAO,
2013).

En plus des désagréments visuels et des mauvaises odeurs, la forte charge
organique des margines détruits totalement |a faune et la flore aquatique par absorption de
I'oxygeéne dissous dans |'eau (Samperdro, 2004).

Le grignon d'olive présente aussi quelques inconvénients sur |’agriculture. La
difficulté de I’intégrer uniformément dans le sol, et sa toxicité pour les plantes en raison de

sa quantité importante de polyphénols (Lynch, 1980).

1.1.2.4. Traitements biologiques des effluents d’ huileriesd’ olive

De nombreuses méthodes technologiques ont été dével oppées pour le traitement de
ces effluents. Les traitements biologiques comprenant a la fois les processus aérobies et
anagrobies (Toscano et Montemurro, 2012), et aussi |e traitement de ces effluents d'olives

par compostage (Arvanitoyannis et Kassaveti, 2007).

1.1.2.4.1. Traitement aérobie

Le traitement aérobie (bioremediation) consiste a dégrader par voie biologique les
polluants organiques présents dans la margine, grace aux microorganismes qui
consomment |’oxygene dissous dans I’eau en modifiant |’équilibre naturel. Plusieurs
études ont été réalisées a |'aide de microorganismes capables de se développer en aérobie
sur des margines afin de réduire la charge organique initiale des polyphénols (Hamdi et al.,
1991 ; Borjaet al., 1995).

La croissance et |a détoxification de Geotrichum sp., Aspergillus sp. et C. tropicalis
cultivées dans les margines devraient étre avantageux pour intégrer des processus de
biodégradation (Fadil et al., 2003).

En général, les bactéries aérobies semblent étre tres efficaces contre certains
composés phénoliques de faible masse moléculaire, mais sont relativement inefficaces
contre les composés polyphénoliques plus complexes. Azotobacter vinelandii a réduit 50%
de composés phénoliques avec un effet minimal sur les polyphénols responsables de la

coloration sombre des margine (McNamaraet al., 2008).

.
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[.1.2.4.2.Traitement fongique

L’ éude de la bioremediation fongique des margines chez trois types d'organismes:
les champignons blancs Lentinula et Pleurotus, Aspergillus sp, et plusieurs levures
différentes a montré la réduction de la DCO, I'dimination des composes phénoliques
simples et laréduction de la coloration des margines (McNamara et al., 2008).

Le systéme de combinaison bactérie-levure de Pseudomonas putida et Yarrowia

lipolytica sont utilisés aussi pour dégrader les margines (De Felice et al., 1997).

1.1.2.4.3.Traitement anaérobie ou bio-méthanisation

Trois principaux groupes physiologiques de microorganismes sont impliqués: les
bactéries fermentaires organiques, les bactéries oxydantes acides et les archées
méthanogeénes. Les microorganismes dégradent la matiere organique avec une sequence de
conversion biochimique au méthane et au dioxyde de carbone (Angelidaki et al., 2011).

Dans les sols traités avec des effluents d'olive, une plus grande présence de la
microflore totale a été trouvée (Fungi et autres groupes microbiens), ainsi qu'une
augmentation des activités respiratoires et enzymatiques. L’absence de toxicité des
effluents pour les microorganismes et I’ amélioration de la fertilité des sols ont été constatés
(Toscano et Montemurro, 2012).

Les margines traitée sont un excellent engrais (Cereti et al., 2004, Mekki et al.,
2006) et peuvent servir de substrat pour des bactéries fixatrices d'azote ou pour la

production de polyméres (Balis et al., 1996).

1.1.2.4.4.Compostage

Il est I'une des principales technologies pour recycler les margines et les
transformer en fertilisants (Roig et al., 2006).

Durant le compostage, les microorganismes dégradent en aérobiose les composés
de carbone organique tels que les protéines, les acides aminés et |es peptides en CO,, eau,
sels minéraux et des matiéres organiques stables contenant des substances de type
humiques (Senesi et al., 1989).
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II. BIODEGRADABILITE ET VALORISATION DES SOUS
PRODUITSOLEICOLES

I1.1. Biodégradabilité desmargines et grignonsd’olive

Auparavant, les efforts étaient axés sur la détoxification de ces déchets avant leur
élimination, leur fertilisation/compostage, parce gu'ils ne sont pas facilement dégradables
par des processus naturels (Vlyssides et al., 2004).

Pendant le processus de compostage, la fraction organique est partiellement
dégradée par des microorganismes aérobies en dioxyde de carbone et de I'eau, alors que,
l'autre partie subit un processus dhumification qui se traduit par une stabilité du compost
possedant des caractéristiques appropriées pour étre utilisé comme bio-engrais (Tomati et
al., 1996).

Les microorganismes du sol sont indispensables a la biodégradation de la matiére
organique, notamment les composeés phénoliques des margines (Y aakoubi et al., 2010). IIs
transforment ces substances par des processus métaboliques ou enzymatiques et reposent
sur deux processus a savoir, la croissance et le cometabolisme. En croissance, un polluant
organique est utilisé comme seule source de carbone et d'énergie. Ce processus aboutit a
une dégradation compléte (minéralisation) des polluants organiques et le cométabolisme
est définie comme le métabolisme d’un compose organique en présence d’'un substrat de
croissance qui est utilise comme premier source de carbone et d' énergie (Tahri et al.,
2013).

11.1.1. Biodégradabilité des margines

Les margines contiennent une quantité appréciable d'ééments minéraux et de
substances organiques. Elles peuvent étre considérées comme des amendements liquides
d'origine végétale. Son application au sol permet de réaliser une dégradation chimique et
biologique naturelle ainsi que I’ enrichissement du sol en matiére organique et en ééments
minéraux (Toscano et Montemurro, 2012).

Les margines sont riches en nutriments, elles peuvent étre utilisées pour la
restauration des sols dans des régions arides ou semi-arides. Toutefois, leur phytotoxicité

affecte la croissance des plantes (Paraskeva et Diamadopoul os, 2006).
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Ramos-Cormenzana et al. (1996) ont évalué la réduction de la teneur en phénol des
margines par Bacillus pumilis ont obtenus une biodégradation alant jusqu'a 50% de ces
composeés. Toutefois, ces margines renferment des graisses pouvant réduire laporosité et la
perméabilité du sol, limitant ainsi fortement la disponibilité de I'oxygeéne pour la microflore
aérobie et la cinétique d'humification (Colarieti, 2006).

Certains champignons ont des enzymes ligninolytiques et peuvent dégrader les
lignines contenues dans les margines. La magjorité des composeés phénoliques éliminés sont
des monomeres simples, tandis que les molécules comme les tannins sont difficilement
dégradées (Tsagaraki et al., 2007).

11.1.2. Biodégradabilité du grignon d’olive

Le grignon d' olive renferme divers composés phénoliques tels que les polyphénols
solubles dans le méthanol-eau et dans I’ acétone-eau, les polyphénols attachés aux parois
cellulaires, les flavonoides et les tanins (hydrolysables et condensés) (Zaidi, 2009).

La dégradabilité des matiéres azotées contenues dans le grignon est tres faible. Ceci
sexplique par le fait que 70 a 80% de |'azote est lié a la fraction lignocellulosique

entrainant une faible solubilité de I’ azote (Nefzaoui, 1991).

Le grignon dolive est trés hautement ligno-celulosique et présente une
dégradabilité tres lente (Nefzaoui, 1983).

La lignine est I'un des principaux composants et la fraction la plus résistante dans
les produits du compostage. Elle est étroitement associée aux fibres de cellulose et entrave
la dégradation des polysaccharides (Hall, 1980). De plus, les unités aromatiques libérées
lors de dégradation sont des éléments essentiels pour la biosynthése des substances
humiques (Galli et al., 1997).

[1.2. Valorisation des effluentsd’ huileriesd’ olive
Les recherches sont orientées sur la vaorisation de ces effluents dans divers
domainestels que I’ agriculture, I'industrie et la production d’ énergie comme indiqué sur la

figure ci-dessous qui présente les principales voies de valorisation des effluents d huileries.
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Figure 3 : Utilisations potentielles des déchets des usines d'olives dans la biotechnologie
microbienne (Darvishi, 2012).

I1.2.1. Epandage

L’ épandage agricole des margines constitue une aternative parmi les solutions
permettant de les valoriser, mais a condition que cette opération soit controlée et maitrisée
en respectant les doses a appliquer (Sahraoui, 2012).

Les margines contiennent une forte concentration de matiére organique et certains
éléments nutritifs, en particulier le potassium, qui pourrait ére utilement utilise pour
améliorer les propriétés physico-chimiques et biologiques, puis lafertilité et |a productivité
du sol (Roig et al., 2006).

Le grignon d'olive humide est un matériau organique lignocellulosique et pourrait
étre commodément réutilisé dans I'agriculture. L'application de grignons humides induit

une amélioration générale de lafertilité du sol (Cucci et al., 2008).

[1.2.2. Production de composte

Des effluents d’ olives traités produisent une qualité élevée de compost, caractérisé
par une présence considérable de nutriments, principalement organiques, un bon niveau
d'’humification (degré d'’humification= 78%) et |'absence de phytotoxicité (Tomati et al.,
1996).
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Le compostage de ces effluents nécessite I'gjustement adéquat du pH, de la
température, de I'humidité, de l'oxygénation et des nutriments, permettant ains le

dével oppement adéquat des popul ations microbiennes (Arvanitoyannis et kassaveti, 2007).

11.2.3. Production d’ enzymes

Les grignons bruts ont été utilisés pour extraire |"huile encore présente afin de
produire du savon et rendre les déchets solides plus secs (Amic et Damasso, 2013). De
nombreuses recherches ont utilise des margines comme substrats de croissance pour les
microorganismes et ont obtenu une réduction du niveau de DCO, ainsi que la production
d'enzymes (Rubiaet al., 2008).

L es espéces de champignons lipol ytiques, telles que Aspergillus oryzae, Aspergillus

niger, Candida cylindracea, caractérisés par leur capacité a se développer sur des margines
non dilué et de produire une lipase extracellulaire (D'Annibale et al., 2006).
Les margines ont également étés considérées comme un substrat pour la production
d enzymes ligninolytiques extracellulaires telles que la peroxydase de lignine, la
peroxydase a manganese et laccase ont éé produites par un champignon de la pourriture
blanche Phanerochaete flavido-alba (Ruiz et al., 2002).

I1.2.4. Production des polyméres et protéines d’ organismes unicellulaires

Les margine contient des sucres libres, des acides organiques, des protéines et
d'autres composés tels que les composés phénoliques qui pourraient servir de source de
carbone pour la production de polymeres, s le microorganisme choisi est capable de
métaboliser ces composés (Fiorentino et al., 2004).

Le champignon Botryospheria rhodinaa été utilisé pour la production de -glucan
de margine avec un rendement de 17,2 g/l (Crognale et al., 2003).

L'usage des microorganismes pour la production des protéines d organismes
unicellulaires peut étre considéré comme un prétraitement pour les eaux résiduelles a
charge organique élevée, permettant d obtenir d’une part, une diminution de 50 a 70% de
la charge polluante et dautre part, une biomasse protéique qu on peut utiliser pour
I’ alimentation animale (Zenjari, 2000).
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|. Matériel et méthodes
[.1. Echantillonnage

Les margines et les grignons utilisés proviennent d’ une unité industrielle moderne
de broyage d'olives par centrifugation a trois phases, située dans la région d’Akbou
(Bgjaia), pendant la compagne oléicole (2016-2017). Les échantillons de margines ont été
prélevés le 30/01/2017 a partir du bassin de stockage des margines et transportés dans un
bidon de 5L, puis ont été conservés a I’abri de la lumiére. Les grignons sont répartis en

fractions de 1kg dans deux sacs en plastiques puis conserveés pour usage ultérieur.

[.2. Matériel biologique

Les souches de rhizobiums utilisées dans cette étude appartiennent a la collection
du laboratoire d’ écologie microbienne de I'université de Bejaia. Elles ont été isolées a
partir des nodules de laféverole (Vicia faba minor et Vicia faba equina).

Ces souches ont été repiquées dans des tubes inclinés contenant la gélose YMA
(annexe), puisincubées a 28°C/48h en vue de leur revivification.

Les souches utilisées sont : ES8, RLV, EB1, MEK6, AM11R, UE28, EA2, UM2 et
AKE1L

|.3. Préparation des échantillons
[.3.1. Préparation de la solution de mar gines

La préparation des margines seches commence par lafiltration pour élimination des
matieres solides flottantes. Les margines ont été concentrées par évaporation dans un four a
103°C jusgu’ a obtention de la matiere seche (Esmail et al., 2015).

A partir de la matiere seche de margines, une solution mere a éé préparée en
faisant dissoudre 5g de la matiere seche dans 50ml d’eau distillée. La solution obtenue est

stérilisée a1’ autoclave a 120°C pendant 20min.

[.3.2. Préparation dela solution de grignon

Les échantillons de grignons d’ olives utilisés ont subi un séchage al’ é&uve a 60 °C.
Ce séchage consiste a éiminer la teneur en humidité dans le grignon afin d’avoir un
meilleur transfert de matiere lors du processus d’ extraction et éviter le développement des
moisissures. Le broyage est effectué al’aide d’ un broyeur de type IKA M20. Le broyat a

été ensuite tamisé et seules les particules dont le diamétre est inférieur a 0,8 mm ont é&é
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retenues. 5 g du broyat de pulpe des grignons d'olive ont éé dissout dans 50ml d eau
distillée puis laissés macérer, sous agitation pendant 2 heures. La solution obtenue a é&é

filtrée sur papier filtre Wattman N°1, puis stérilisée al’ autoclave a 120°C pendant 20min.

|.4.1. Recherched’ effet inhibiteur

Lamise en évidence d’ effet inhibiteur chez les margines et le grignon d’olive vis-a-

vis des souches de rhizobium a été réalisée sur milieu YMA (Annexe).

[.4.1.1. Préparation des précultures et standardisation

A partir des souches conservées dans des tubes a essai contenant de lagélose YMA,
des précultures sont préparées dans le milieu YMB. Apres incubation a 28°C pendant 48H,
une solution standard (DOgpp=0.1) a éte préparée par dilution de cette préculture dans de

I’ eau physiologique stérile.

1.4.1.2. Préparation des solutions de dilution de margines et de grignonsd’olive
A partir des solutions méeres de margines et de grignon préparées auparavant, une
série de dilutions a progression géométrique d’ ordre 2(1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 et 1/64) a

été préparée dans des tubes eppendorf.
1.4.1.3. Ensemencement et dépot des disques

Apres ensemencement par écouvillonnage des différentes boites contenant le milieu
YMA et séchage, des disgues en papier Watman stériles sont déposeés sur la surface de la
gélose a I’aide d’'une pince stérile. 10 pl de chaque dilution correspondant aux solutions
meres de margines et de grignon sont déposés sur chaque disque. Pour une meilleure
diffusion des différentes solutions, les boites sont conservées a 4°C pendant une heure,
elles sont transférées par la suite dans une étuve a 28°C pour incubation pendant 48H.

La présence d’ effet inhibiteur se manifeste par |’ apparition de zones claires autour
des disques

|.4.2. Test de biodégradabilité des margines et du grignon

Dans le but de mettre en évidence la capacité des rhizobiums a dégrader les

margines et le grignon et les utiliser comme substrat carboné, un test d’assimilation a été
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réalisé sur milieu YMB modifié. Ainsi, le mannitol que contient le milieu YMB est
remplacé par 1g de margine ou de grignon et |’ extrait de levure est remplacé par le KNOs.
Les milieux préparés sont réparties dans des tubes a essai araison de 5 ml puis autoclavés
a120°C pendant 20mn.

Les milieux ains préparés sont ensemencés avec 10ul d une préculture dont la
DOsoo est gustée a 0.1. Pour évaluer la capacité de ces souches a dégrader les margines et
le grignon, une cinétique de croissance a été réalisée par mesure de la densité optique a des
intervalles de temps réguliers (24, 48, 72, 96 et 120H).
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Résultats et discussion

. Miseen évidence d’ effet inhibiteur

L’ activité antimicrobienne des margines et du grignon vis-a-vis des rhizobiums est
éval uée quantitativement par la méthode de diffusion sur gélose en mesurant les diamétres
des zones d'inhibition (Tab Ill) et par la détermination des concentrations minimales
inhibitrices (CMI).

Tableau I11: L’ effet inhibiteur des margines et du grignons d’ olive vis-a-vis des souches

des rhizobiums

O”Ce”té?tsi;l;‘e) 1/2=05 | 1/4=0.25 | 1/8=0.125 | 1/16=0.0625 | 1/32=0.0313 | 1/64=0.0156
Soucnes M|gIlM|c|M|cg| M |G| M|G|M]| G
S1= UM2 15 |6 | 13| 6 | 11 | 6| 6 | 6 | 6 | 6 | 6 | 6
D=AM1IR 12|66 | 6| 6 |6| 6 | 6| 6 | 6| 6| 6
S3=EA?2 14 |6 |15| 6 | 6 | 6| 6 | 6 | 6 | 6| 6 | 6
SU=MEK6 6 |6 6| 6| 6 | 6| 6 | 6| 6 | 6| 6| 6
SE=AKEL 12 |6 |14| 6 | 14 | 6| 13| 6 | 14 | 6 | 6 | 6
S6= UE28 6 |6 6| 6| 6 | 6| 6 | 6| 6 | 6| 6| 6
S7- ES8 6 |6 6| 6| 6 | 6| 6 | 6| 6 | 6| 6| 6
8= EB1 6 |6 6| 6| 6 | 6| 6 | 6| 6 | 6| 6| 6
S9=RLV 14 |6 | 14| 6 15 | 6 6 6 6 6 6 6

(*) Diamétres d’'inhibition en (mm) ; M= Margine, G= Grignon

Les souches S1, S2, S3, S5 et S9 ont montré une sensibilité modérée vis-a-vis des
margines avec des diamétres des zones d’inhibition allant jusgqu’a 15mm tandis que, les
souches 4, S6, S7 et S8 se montrent tolérantes a toutes les concentrations testées
(figured). 1l y alieu de signaler que le grignon n’a aucun effet inhibiteur sur les rhizobiums

aux concentrations testées dans cette étude.
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Figure 04: Photographie montrant |a tol érance des rhizobiums vis-a-vis des différentes

concentrations des margines

La détermination des concentrations minimales inhibitrices a permis de distinguer
les souches S1, S3, S5 et SO qui présentent les CMI les plus élevées dépassant 0.5 mg.

La souche S5 semble étre la plus affectée par les margines, elle présente une CM|
qui est supérieures a 0.0156 mg. Les souches S1 et S9 présentent une CMI de 0.0125mg

avec des diamétres des zones d'inhibitions 11 et 15mm respectivement.

L’ étude de I’ effet antimicrobien du grignon montre que toutes les souches testées
lui sont résistantes et quaucun effet inhibiteur n'est observé avec les différentes

concentrations testées (figure 5).
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Figure 05 : Photographie montrant I’ absence de I’ effet inhibiteur sur les rhizobiums en

présence de différentes concentrations du grignon

L’ importance de |’ effet observé avec les margines comparé a celui obtenu avec le
grignon serait due a la prédominance, dans les margines, de substances toxiques
notamment, les composés phénoliques qui leur conférent un pouvoir antimicrobien
(Ranalli, 1991 ; Capasso et al., 1995).

Larif et al. (2015) ont montré que les microorganismes ne présentent pas la méme
sensibilité pour les polyphénols. Ainsi, Proteus sp., S aureus et P. aeruginosa ont montré
une plus grande sensibilité a une concentration inhibitrice de 0.04 mg/ml tandis que, E.
coli, K. pneumoniaeet E. fecalis présentent une CMI équivaente a0.02 mg/ml.
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Selon Morillo et al. (2009), cette activité serait due a la présence de certaines
classes de composés antimicrobiens ou biostatiques tels que les phénols et les lipides, les
faibles valeurs de pH et |a faible activité de I'eau dans le cas des grignons. Les composés
phénoliques de I'huile dolive sont les principaux déterminants des actions
antimicrobiennes et phytotoxiques des margines et grignon d'olive (Bianco et al., 1999).
Ceux-ci, pourront participer, seuls ou en synergie avec d'autres composés, dans l'activité
antibactérienne de cerésidu (Gonzalez et al., 1990).

Selon Saadi et al. (2007), les margines stimulent potentiellement I'activité
microbienne et ne nuisent pas ala microflore du sol. En général I'impact des margines sur
lamicroflore du sol peut étre considéré de deux points de vue généraux: (1) enrichissement
du sol avec une source du carbone facilement disponible; (2) Inhibition de certains
microorganismes par g out.de margines contenant des composants inhibiteurs.

L’ effet inhibiteur des margines est particulierement prononcé contre la sporulation
des bactéries du sol. Certains composés phénoliques comme le méthylcatéchol et le O-
quinone inhibent la croissance des bactéries Gram-positives et Gram-négatives (Capasso et
al., 1995) . Selon Randli et al. (1991), les constituants des margines agissent sur les
bactéries en dénaturant leurs protéines cdlulaires, en abimant leurs membranes et en
affaiblissant leur tension superficielle, ce qui augmente I’ activité antibactérienne.

Vaguez Rancero et al. (1974) ont identifié aussi un certain nombre de flavonoides,
de phénols et de glucosides phénoliques dans les sous-produits oléicoles. Il sagit en
particulier, de I'oleuropéine qui a la propriété dinhiber le développement de certaines
bactéries dont |es lactobacilles et des champignons.

L es données obtenues par Fadil et al. (2003), suggérent que les margines en haute
concentration avait une activité inhibitrice contre les microorganismes en raison de la
présence de composés toxiques dans ces effluents tels que des tanins et des composés

phénoliques simples.
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II. Test de biodégradabilité des margines et du grignon

Le suivi de la croissance des différentes souches de rhizobiums sur le milieu Y MB modifié
montre une variabilité dans la biodégradation des margines mais pas celle du grignon
(figure 6).
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Figure 06 : Evaluation de la croissance des souches de rhizobium en fonction du temps
d’incubation (M= Margine, G= Grignon)
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Figure 06 : Evaluation de la croissance des souches de rhizobium en fonction du temps

d incubation (M= Margine, G= Grignon) (suite).

Dans le cas des margines, on constate que les souches UM2 puis AKEL et MEK6

présentent une phase d’ adaptation de 48H et 72H respectivement. Au-dela de cette période

d  adaptation, une forte augmentation de croissance est observée chez les trois souches. Ces

souches ont montré les mémes potentialités dans I'assimilation de carbone organique des

margines. D’ apres les résultats expérimentaux de sahraoui et al. (2012) sur I’analyse de

I’effet du phénol sur les microorganismes, il ressort que les phénols provenant des

margines ont été dégradés ou réorganisés au cours du deuxiéme mois apres |’ épandage.




Résultats et discussion

A I’exception de la souche RLV dont la croissance est nulle en présence des
margines, |'ensemble des souches testées présente une croissance importante.
Contrairement a ce qui a été observé en présence des margine, dans le cas du grignon la
croissance est tres faible. Cette différence dans la croissance des différentes souches en
présence des margines ou du grignon serait due a la présence de plus de composés solubles
et assimilables dans le margines mais pas dans le grignon.

Dans le cas des souches UE28 et EA2, une diminution progressive de la croissance
a été observée sur les deux milieux a base de grignon et de margine pendant les premiéres
48H puis, une reprise de croissance est observée jusqu'a 120H d'incubation. Aissam,
(2003) a suggéré que I’ activité et la croissance des microorganismes sont probablement
altérées par la présence des composés phénoliques & forte concentration (9,7 g. L™).

Yaakoubi et al. (2010) ont constaté que la faible dégradation chimique des
composeés phénoliques pourrait étre due a une inhibition de I’ activité des microorganismes
du sol par le pH acide des margines.

D’aprés Ramos-Cormenzana et al. (1995), les propriétés physico-chimiques des
margines (un pH faible et taux de C / N élevé) conférent leur résistance a la dégradation,
qui est principalement due a sa teneur élevée en composes phénoliques. Les molécules
phénoliques des margines sont complexes et difficilement biodégradables. De plus, les
mi croorganismes mettent du temps pour s adapter a ce milieu.

Dakhli, (2017) a rapporté que I’ application de margines sur le sol apporte des
composeés difficilement minéralisables (en particulier la lignine), proportionnellement aux
doses adoptées, ce qui aaccéléré le déclin de'activité microbienne.

Les souches EB1 et ES8 apparaissent meilleures que toutes les autres souches. En
effet, elles présentent une meilleure croissance sur les margines, comparée aux autres
souches. Ceci est attribué aux limites des performances des microorganismes dans un
milieu riche en margines (pH, salinité et polyphénols) (Dakhli, 2017).

Ramos-Cormenzana et al. (1996), ont évalué la réduction des composés
phénoliques des margines par Bacillus pumilis, et ont obtenu une biodégradation a 50% de
Ces COMpPOSES.

Les composes phénoliques passent sous forme de phénates et perdent une grande
partie de leur pouvoir antimicrobien. Les microorganismes peuvent alors les utiliser

comme nutriments carbonés et énergétiques (Borjaet al., 1995).




Résultats et discussion

Les margines présentent un rejet fortement pollué dont la composition est variable.

Cette variabilité dépend de plusieurs facteurs tels que :

Lavariété d olives (I’ espéce et le degré de leur maturation)

Des systemes de culture et de la pratique de la conservation des olives
Des conditions climatiques

Les procédés utilisés pour I" extraction d” huile d olive

Letype de sol

Conditions climatiques

D’ apres les résultats de Yaakoubi et al. (2009), ce sont les microorganismes du sol

qui sont responsables de |a dégradation des composeés phénoliques de ces effluents.

Selon Borja et al. (1995), les microorganismes peuvent utiliser ces effluents comme

nutriments carbonés.




Conclusion

Conclusion

Dans cette étude, nous avons évalué |’ effet des margines et du grignon d'olive sur
la croissance des rhizobiums ainsi que la capacité de ces derniers a les dégrader et les
utiliser comme substrats carbonés pour leur croissance

La recherche de I’ effet inhibiteur a permis de mettre en évidence la présence de
substances toxiques pour ces microorganismes. Ainsi, la croissance varie en fonction de la

souche considérée, de la nature du produit testé et de la concentration de ces produits.

Les margines présentent un effet inhibiteur sur la plus part des souches de
rhizobiums. La souche S5 (AKEL) semble étre la plus affectée par les margines, elle
présente une CMI qui est supérieures a 0.0156 mg tandis que, les souches $4, S6, S7 et S8
sont les plus tolérantes et présentent des CMIs supérieures 0.5 mg. Par contre I’ é&ude de
I’effet inhibiteur du grignon d olive montre qu'aucun effet inhibiteur n’est observé avec

toutes les souches de rhizobiums testées.

D’apres les résultats de test de biodégradabilité du grignon et les margines,
I’ évaluation de la croissance des différentes souches de rhizobiums sur des milieux YMB
modifiés (grignon et margine) en fonction du temps d'incubation, montre une forte
dégradation des margines et une faible dégradation des grignons chez la plupart des
souches testées.

La toxicité des margines et du grignon est liée essentiellement a des composes
phénoliques qui sont difficilement biodégradable. Ceci est probablement d0 a leur effet
inhibiteur sur les rhizobiums a des concentrations égales ou inférieures a 0.5mg. Qui ont
marqué sa différence par apport au grignon qui ne présente aucun effet sur la croissance
des rhizobiums a des concentrations testés.

La biodégradation des margines est tres lente mais reste supérieur a celle du

grignon.




Conclusion

En perspectives, il serait intéressant d’ explorer les voies de recherches suivantes :

>

Tester I’ activité antimicrobienne des margines et du grignons d'olive a des
concentrations plus éleves.

Déterminer la composition physico-chimique des margines et du grignon.
Mesurer laDBO et |laDCO

Optimiser les conditions de culture (I'agitation, |I'aération, la charge de
I’inoculum, la concentration en margine et grignon, ...).

Fairele suivi de ladégradation par dosage du substrat.

Il serait intéressant de suivre I’ évolution du C/N en fonction du temps et de
méme le pH et CE.
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Annexe 01 : Composition des milieux de culture

Composition du milieu : Yeast-mannitol-Agar (YMA)

Mannitol..........cccoviiii 10g
Extratdelevure.....................oo, 0.4g
KoHPOu. . oo 0.59
MQgSOy, TH2O... i 0.29
NaCl...o 0.19
AQar. .. 15g
HoO e e, 1L

Ajuster lepH 46.8

Composition du milieu : Yeast-mannitol-Broth (YMB)

Mannitol ..o 10g
Extratdelevure...............ccooiviin . 0.4g
KoHPO ... e 0.59
MQSOg, 7TH2O. ..o, 0.2g9
NaCl ... 0.1g
HoO. 1L

Ajuster lepH a6.8



Annexe 02 : Composition des milieux de culture (YMB) modifié

YMB modifié (mar gine)

Margine .......ccocvvvvvevieeneennnnn. 0.29
KNOS......o o, 0.1g
KoHPOy .ol 0.1g
MgSO,, 7TH2O...ivcieie e 0.04g
NaCl.......ccoooviiiii 0.02g
HoO. i, 200m

Ajuster lepH a6.8

YMB modifié (Grignon)

(€14T0] 0] o IO 0.29
KNO3 i 0.1g
KoHPO, e, 0.1g
MQSO,, TH20.....ooiiiieens 0.04g
N = (O 0.02g
[ P @ 200ml

Ajuster lepH a6.8



Résumé

La présente éude afait I’ objet d’' évaluer |’ effet des margines et du grignons d'olive sur la
croissance de rhizobium et de tester leur capacité a dégrader les sous produit de I’industrie
oléicole et leur utilisation comme substrat carboné. Pour ce faire, nous avons réalisé deux
tests: test qui a mis en évidence I’ effet inhibiteur des margines et du grignon par la
détermination de la CMI pour différentes souches de rhizobium par la méhode de
diffusion sur disque, le 2éme test consiste a étudier la biodégradabilité de ces effluents par
I’évauation de la croissance de différents souche de rhizobium sur des milieux YMB
modifié (grignon et margine) en fonction des différent temps d’incubation.

Les résultats de cette éude ont montré que les margines ont un effet inhibiteur sur la
croissance de rhizobium a des concentrations inférieures a 0.5mg, tandis que le grignon
d olive ne présente aucune effet sur la croissance des rhizobiums aux concentrations
testées. La biodégradation de ces effluent est tres lente et difficilement biodégradables et la
potentialité de |’assimilation de la source de carbone dans les margines est supérieure a
celle du grignon.

Mots clés : Margine, grignon, rhizobium, inhibition, biodégrabilité

Abstract

This study evaluated the effect of olive wastewater and olive-pomace on the growth of
rhizobium and tested its ability to degrade by-products of the olive industry and their use
as a carbon substrate. In order to do this, we carried out two tests: a test that showed the
inhibitory effect of olive wastewater and olives by determining the MIC for different
strains of rhizobium by the diffusion method on disk, the second test consists in studying
The biodegradability of these effluents by evaluation the growth of different rhizobium
strain on modified YMB media (olive wastewater and olive pomace) as a function of the
different incubation times.

The results of this study showed that olive wastewater had an inhibitory effect on the
growth of rhizobium at concentrations of less than 0.5 mg, while olive pomace had no
effect on the growth of rhizobia at the concentrations tested. The biodegradation of these
effluents is very slow and difficult to biodegrade and the potential for assimilation of the
carbon source in olive wastewater is higher than that of the olive-pomace.

Key words:. olive wastewater, olive- pomace, rhizobium, inhibition, biodegradability
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