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Introduction

Introduction

L’olivier C’est un arbre rustique d’exception qui opére une Veritable
fascination indifferent a la nature du sol. Il est considéré comme étant une plante aromatique
et médicinale, réservoir de composés naturels aux effets bénéfiques (Boudhioua et al., 2008 ;
Djenane et al., 2012).

Il constitue la principale espéce fruitiére cultivée en méditerranée depuis trés longtemps.
Sa faculté a croitre dans diverses situations de culture ainsi que son adaptation aux conditions
climatiques les plus critiques ont permis son développement (Iboukhoulef, 2014). Cultivé en
Algérie depuis plusieurs siccles, 1’oléiculture représente la culture fruitiere la plus répandue,
elle couvre plus de 400 mille hectares de la surface agricole utilisée avec un nombre d’olivier
atteignant les 6200000 arbres (DSASI 2015).

Le secteur oléicole génere en plus de I’huile comme produit principal, des grandes
quantités déchets lipophiles souvent non recyclés de nature solide (grignons d’olive, feuilles)
et liquide (margines) (Bataiche, 2014 ; Rizoun, 2013 ; Djadoun, Sd) qui sont des eaux
composees de mélange de 1’eau de végétation, naturellement contenu dans les olives et I’eau
ajoutée au cours du procédé I'extraction de I'nuile d'olive vierge. Au cours de trituration seuls
les systemes de presse et de centrifugation a 3 phases générent des margines. Méme si ces
deux processus sont moins respectueux a I’environnement, ils sont encore largement utiliser

(El-Abbassi et al., 2012).

Les margines sont des effluents riches en matiére organique et en sels minéraux. Elles
sont souvent épandus de maniére incontrélée sur les sols agricoles ou stockées dans les
cuvettes, exposant ainsi les systémes eau-sol-plante a une pollution inéluctable (El-Abbassi et
al., 2012) notamment par leur toxicité (El-Abbassi et al., 2012 ; Dermeche et al., 2013) .10
millions de m3 de cet effluent liquide correspondraient & une charge équivalente des eaux
usées générées par environ 20 millions de personnes (McNemara et al., 2008). Ce qui

nécessite des technologies différentes de leur traitement et de valorisation (Bataiche, 2014).

Ils sont riches en microorganismes principalement la flore fongique qui est caractérisée
par la production d’une grandes variété de métabolites secondaires, utilisés dans les processus
biotechnologiques pour la synthese des différents acides, comme l'acide citrique et l'acide
gluconique ainsi que pour la production d'enzymes (protéase, pectinases et lipase). A cause de

leur stabilité et leur efficacité, les lipases d’origine microbienne, y compris, celles issues des
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champignons, représentent la classe d'enzymes la plus largement utilisées dans les

applications biotechnologiques (Treichel et al., 2010).)

De nombreuses valorisations des margines ont été ou sont explorées actuellement visant
a rendre les margines moins toxiques ou plus faciles a traiter : adsorbant des rejets de
I’industrie textile (Meski et al., 2012), fongicide (Yangui et al., 2010), source d’amendement
des sols (Mechri et al., 2010), production de biogaz, de composte ou comme source d’énergie
(Mann et al., 2010), de pectine (Aouidi et al., 2009) ou d’antioxydants (Gerasopoulos et al.,
2015).

Divers procédés sont applicables aussi, tels que les traitements physico-chimiques
(coagulation/floculation, filtration sur membrane,...) (Sbai et Loukili, 2015), les traitements
thermiques (incinération, évaporation,...) (Jail et al., 2010) et le traitement par des bassins
d’évaporation naturelle qui reste actuellement, la technique la plus utilisée en raison de sa

simplicité (Esmail et al., 2014).

De nombreux travaux ont été consacre a I’analyse physicochimique et au dénombrement
de la charge microbienne des margines, ils ont montré que ces effluent sont dotés d’un pH
acide et sont riches en matiére organique. Par ailleurs les champignons et les levures

représentent la flore majoritaire des margines (Zaier et al, 2017 ; Esmail et al., 2014).

Dans le présent travail on s’intéresse a un produit dérivé de 1’huile d’olive : les margines
ou « Amoredj ». On a mené une étude microbiologique et physicochimique sur 3 échantillons
provenant de différentes régions d’Algérie (Bejaia, Boumerdes et Tizi-Ouzou). Ainsi que
I’isolement et ’identification des différents genres de moisissures mésophiles utiles a partir de

ces derniers et 1’évaluation de I’activité lipolytique de quelque souche fongique identifiée.
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.1.Lolivier

1.1.1.Historique

L’olivier a été cité dans des livres a plusieurs reprises, dans le Coran, I’olivier a été mentionnée
six fois dans différents endroits parmi lesquels un versé coranique cité au début de la sourate de Al
tine. Ce produit est aussi cité au niveau de la Bible et I’Evangile (Labdaoui, 2016). C’est un arbre
specifique du bassin méditerranéen, il a été considéré depuis la nuit des temps comme symbole de
la sagesse, de la paix, de la richesse et de la gloire (Benlemlih et Ghanam, 2012 ; Sekour, 2012).
Ainsi que c'est un symbole de puissance et de force dont la massue d’Hercule était en bois d'olivier
(Brahimi, 2015).

1.1.2. Origine et expansion

Plusieurs vestiges ont été trouvés a titre d’exemples au nord de la Syrie & d’Alep. Des
tablettes datant du milieu du 3°™ millénaires av. J-C mentionnent ’existence d’une forte production
d’huile d'olive dans le monde Mycénien en Grece. Des 1550 av. J-C, des traces ont mentionné la
présence de I’olivier, il s’agissait a la fois de I’olivier sauvage et de I’olivier cultivé. Pendant le
nouvel empire du XIVe™ siécle av. J-C, les phéniciens diffusent I’olivier dans les fles grecques. Au
X11°m siecle av. J-C, dans la péninsule hellénique, cette culture est devenue importante (Labdaoui,
2016). Sa présence, selon le linguiste Mohand AKkli Haddadou, est attestée au Sahara ou il est
désigné par Ahatim (du phénicien : Zeytim) comme témoigne des oliviers fossilisés de Hoggar
(Mokdad, 2015).

A partir de V1 siécle avant J-C, sa culture s’est étendue dans tout le bassin méditerranéen en passant
par la Lybie, la Tunisie, la Sicile puis en Italie. Les romains, les grecs et les arabes lors de leurs
conquétes, ont poursuit la propagation de I’olivier dans tous les pays cOtiers de la méditerranée
(Benrachou, 2013) (Fig.01.Annexe 01). Plus tard, la culture de I’olivier fait un bon en d *hors du
bassin méditerranéen (Garcia Verdugo et al., 2010 ) pour s’introduire au nouveau monde (Pérou,
chili, Mexique, argentine, brésil , les Etats unis ) (Civantos, 2008), a 1’Inde, au Caucase , au sud de
I’Asie, en Chine et en Malaisie. Elle s’est propagée également en Afrique du sud, en Australie, au
Japon et plus récemment en Nouvelle Calédonie (Leroy, 2011).

1.1.3. Nomenclature

La premiére appellation de 1’olivier daté du 13°™ siécle avant J-C en Gréce est trouvée sur une

table en argile. D’ailleurs le terme olive et les autres noms communs, dérivent des termes grecs elaa
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et elam. Selon la bibliographie consultée (Ghedira, 2008 ; Gigon et le Jeune, 2010 ; Sidhoum,

2011 ; Boukhtil, 2012) les différents noms vernaculaires attribués a 1’olivier sont les suivants :

Arabe: Zeitoun (Olivier cultive), Berberes: Azemmour, Francais: Olivier, Anglais: Olive-tree,
Espagnol: Oliva, Italien: Olivo, Latin: Oliva, oléeum, Olivum, Vieux Scandinavie: Olia,
Portugais: Oliveira, Turque: Zeytim, Hongrois: Olay, Flamand Hollandais: Oliifbroom,
Allemand : Oliven.

Scientifiquement, I’olivier est appelé Olea europea Linne (Linne, 1764).
1.1.4. Systématique

D’aprés Chase et Reval, (2009) ; Dupont et Guinard, (2012) et kadereit et Bresinsky,
(2013) [I’olivier présente la classification suivante :

Régne : Plantae
Embranchement : Embryophytes

Sous embranchement : Trachéophytes (plantes vasculaires)

Super classe : Spermatophytes (plantes a graines)
Classe : Magnoliopsida (angiospermes)

Sous classe : Lamiids

Ordre : Lamiales

Famille : Oléaceae

Genre : Olea

YV V.V V V V V V V VY

Espece : Olea europaea L.

La famille des Oléaceae comporte 24 genres et 615 especes (kadereit et Bresinsky, 2013). Le
genre Olea est répartis sur tous les continents comme plantes ornementales, il est lui-méme
composé de plus de 40 espéces différentes parmi les quelles on trouve : Olea europea L. avec six
sous especes (Rugini et al., 2011; Diaz, 2012; Murphy, 2014) (Fig.01. Annexe 01)

1.1.5.L’oléiculture
1.1.5.1. Dans le monde
» Répartition géographique

Dans le cadre agro-climatique, la culture de 1’olivier est circonscrit & 30-45° de nord et sud du

monde cette limite rend le climat méditerranéen relativement sec typique a I’olivier La superficie
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cultivée en olivier n’a cessé d’augmenter depuis 1961, encore plus au cours des 15 derniéres années

(Haddam et al., 2014) (Fig. 01) .

Olivier

Figure 01 : Localisation de I’olivier autour de bassin méditerranéen (Ghedira, 2008).
» Production et consommation

Le Vieux Continent compte toujours pour une part de lion dans le tonnage global (plus de
60%). La production en zone euro serait en hausse de 3% arrivant a 1 805 000 tonnes avec
successivement de la premiére a la quatrieme place I’Espagne (1 090 500 tonnes et -15%), I’Italie
(320 000 tonnes et +76%), la Gréce (300 000 tonnes et +54%) et le Portugal (78 800 tonnes et
+14%) (COl, 2017).

La consommation mondiale d’huile d’olive connait pour sa part, une croissance modeste de
5% en s’établissant a 2 954x10° tonnes. Elle sera notamment tirée par I’'UE, I’Egypte et la Turquie
(COl, 2017).

1.1.5.2.En Algérie
» Reépartition géographique
La production d'huile d’olives est une activité traditionnelle en Algérie. Elle compte prés de
1650 huileries, dont seulement 165 huileries modernes (Vossen, 2013). Le potentiel oléicole est

concentré dans les regions montagneuses et se répartit principalement dans trois régions :

> Le Centre nord principalement Tizi-Ouzou, Brouira et Bejaia avec 54,3 % de la surface totale.
» L’Est (Jijel, Guelma, Skikda, et Mila) avec 28,3 %.

» L’Ouest qui occupe a peine 17% (Tlemcen, Sig et Mascara).

D
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La wilaya de Bejaia est placée en téte a 1’échelle nationale présentant une superficie oléicole de
58059,38 Ha (DSA, 2017).

» Production et consommation

La production d’huile d’olive en Algéric a atteint les 80000 tonnes durantla compagne
2017/2018, en enregistrant une hausse de 27 % par apport a la période précédente. Au cours de la
méme période, la consommation de I'huile d'olive est passée de 14 000 a 244 000 tonne (COl,
2017).
1.1.6.Profil variétal en Algérie

L’Algérie grace a sa situation géographique et a sa diversité pedoclimatique dispose d’un
assortiment assez riche de varietés, marquant chacune des traits édaphiques et climatiques qui
caractérisent sa zone d’implantation. Plus de 150 variétés d’olives autochtones ont été dénombrées
par Chaux en (1955) et 173 variétés entre autochtones et introduites ont été collectionnées par
I'INRA (Boukhtil, 2012) (Fig. 02. Annexe 01). De ce nombre 48 variétés sont autorisées, dont 11
font actuellement la réputation de I’oléiculture Algérienne (Douzane et al., 2010). Les variétés
Chemlal et Segoise, constituent le profil variétal dominant (Sahli, 2009) (Tab. I. Annexe 01).

1.1.7. Description morphologique

L’olivier est un arbre originaire d'un climat subtropical sec. Il s'adapte bien a des conditions

d’environnement extrémes (Murphy, 2014 ; Ghedira, 2008), c’est un arbre vivace généralement

agé de plus de 500 ans (Murphy, 2014). Il est composée principalement de :

Tronc : I’olivier se caractérise par un tronc bas, de couleur grise. C’est un arbre a croissance lente

qui peut atteindre 15 a 20 m (Ghedira, 2008 ; Gigon et Le jeune, 2010).

Feuilles : Les feuilles de I’olivier sont persistantes et d’une durée de vie de 3ans. La face supérieure
est luisante de couleur vert foncé, tandis que la face inferieure présente un aspect argenté dd a une
pruine (Ghedira, 2008).

Fleurs : Elles sont petites, blanches et odorantes, regroupées en grappe dressées a I’aisselle des

feuilles. L’olivier produit deux sortes de fleurs, une parfaite qui contient les deux sexes méle et

femelle et une staminée (Ghedira, 2008 ; Fabbri et al., 2009).

Fruit : L’olive, fruit de I’olivier est une drupe a mesocarpe charnu, indéhiscente, a noyau, sa forme
est ovoide ou ellipsoide (Ghedira, 2008 ; Gigon et le Jeune, 2010 ; Aparicio et Harwood, 2013 ;
Murphy, 2014). Constituée d’un péricarpe et d’un endocarpe. Elle pése de 2 a 12 g, bien que
certaines variétés puissent peser jusqu’a 20g. L’épicarpe est couvert de cire et passe du vert clair au

noir quand le fruit murit (Fig.02).Cependant la composition chimique moyenne de 1’olive est 50 % ;

11
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d’eau, 22 % d'huiles; 1,5 % de polyphénols; 1,5 % de protéines; 18 % de sucres; 5,5 % de
cellulose et 1,5 % de minéraux (Henri, Non daté) (Fig.3: Annexe 01 ; Tab.Il1. Annexe 01).

f pericarpe \

— mesocarpe(pulpe)

- endocarpe sclerifie

_tegument de la graine
albumen
= cotyledans

— axe hypocotyle embryan
et radicule

\ 4

Figure 02 : Coupe schématique du fruit (drupe) (Loussert et Brousse, 1978).

1.1.8.Importance de I’olivier

L'une des nourritures sur laquelle le Coran attire 1’attention est I’olive. Le coran souligne
I’importance de I’huile extraite de 'olivier dans plusieurs versets tel que 1’expression «zaytounatin
moubaarakatin » ou se décrit I’olivier comme étant une plante abondante, sacrée favorable,
fournissant des bienfaits innombrables (Lebdaoui, 2016). Toutes les études démontrent que les
régimes alimentaires a base d'huile d'olive sont bénéfiques pour la santé humaine en diminuant le
risque de plusieurs maladies tels que les pathologies cardiovasculaires, les désordres neurologiques,
les cancers du sein et du colon, ainsi qu’aux propriétés antioxydants (Ghedira, 2008).

1.1.9.Technologie de fabrication de I’huile d’olive

La production de I’huile d’olive a toujours été le principal objectif de la culture de 1’olivier.
Les méthodes d’extraction ont évolu¢ mais le processus d’extraction de 1’huile reste toujours le
méme (Benlemlih et Ghanam, 2012). Ces évolutions peuvent étre regroupées en deux grandes
catégories : les évolutions relatives au broyage des olives et les évolutions relatives a la séparation
des différentes phases (Veillet, 2010).

1.1.9.1. La récolte des olives

La période de récolte des olives va de septembre a février en fonction de 1’utilisation et de la
variété d’olives. Les conditions climatiques ainsi que la région de production ont également un

impact sur la vitesse de maturation des olives et donc sur la période optimale de recolte. Il existe de

12



Chapitre I Synthese bibliographique

nombreuses techniques de récolte des olives (Fig.03) (Tab. Il: | ’annexe 01) (Lamrani, 2009 ;
Veillet, 2010).

Figure 03 : La cueillette des olives par les différentes méthodes : A- A La main, B- A la pigne

manuelle, C- A la pigne mécanique, D-Vibration des branches (Brahimi, 2015).
1.1.9.2. Opérations préliminaires

Les olives sont pesees puis passent dans un systéeme laveuse-effeuilleuse qui va les nettoyer et
retirer les impuretés. Celles-ci peuvent altérer les propriétés organoleptiques de I’huile en utilisant

les broyeurs métalliques(Fig.04) (Aggoun, 2016).

1.1.9.3. Le broyage

Le broyage des olives a pour but de détruire et de dilacérer les tissus et les cellules des olives
afin de libérer les gouttelettes d’huile. A ce stade du procédé, les olives sont réduites en une pate

plus ou moins homogeéne(Fig.05) (Benlemlih et Ghanam, 2012 ; Aggoun, 2016).
1.1.9.4. Le malaxage

Le malaxage permet de donner a la patte une bonne régularité et homogeénéité. 1l consiste a un
broyage lent et continu de la pate d’olive préalablement chauffée afin de libérer le maximum
d’huile en brisant les vacuoles qui sont restées entiéres durant la phase précédente(Fig.06) (Sifoun,
2008 ;Veillet, 2010 ; Ghezlaoui, 2011 ; Aggoun, 2016).

13
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Figure 04 : Operations préliminaires dans I'extraction de I'huile d'olive: A-L’effeuillage ; B-Lavage
(Brahimi, 2015).

Figure 05 :Le processus de broyage au cours de I'extration de I'huile d'olive; C-Avec des moulins

en pierre traditionnelle ; D-Avec disques moderne (Brahimi, 2015).

Figure 06 : Le processus de malaxage au cours de I'extraction de I'huile d'olive ; E-Traditionnelle ;
G- Moderne (Brahimi, 2015).

14
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1.1.9.5. Séparation des phases
1.1.9.5.1. Séparation des phases liquides-solides

La pate malaxée va ensuite étre pressée ou centrifugée horizontalement afin de séparer les
phases solides et liquides. La phase solide s'appelle "grignons™ et constitue I'un des deux principaux

coproduits de la fabrication de I'huile d’olive (Aggoun, 2016).
1.1.9.5.2. Separation des phases liquides-liquides

La phase liquide est un mélange d'eau et d'huile qu’il faut séparer. Cela se fait soit par simple
décantation gravitationnelle, soit par centrifugation. Dans les deux cas la phase aqueuse est appelée

"margines” (Benlemlih et Ghanam, 2012 ; Aggoun, 2016).
1.1.9.6. Le stockage

L’huile d’olive est immédiatement stockée dans des cuves en inox afin d’éviter 1’oxydation.
L’huile peut alors étre filtrée pour la rendre limpide et brillante ou bien étre mise en bouteille. Une
fois embouteillée, I’huile d’olive doit étre conservée a 1’abri de la chaleur et de la lumiere
(Benabid, 2009).

1.1.10. Les systémes d'extraction

Trois systémes d’extraction sont a présent utilisés : procédé discontinu et procédé continu ou
systeme a centrifugation, ce dernier se déroule soit selon un procédé continu a trois phases ou en un
procédé continu a deux phases (Tab. 01) (Morillo et al., 2009). Ces trois principaux procédés

d’extraction sont résumés dans une figure (Fig.04 ; Annexe 01).
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Tableau 01 : Comparaison entre les différents systémes d’extraction de I’huile d’olive
(Chouchene, 2010 ; Veillet, 2010 ; Benlemlih et Ghanam, 2012 ; Aggoun, 2016).

Systéme d’extraction

Discontinu

Continu a deux phases

Continu a trois phases

Opérations

préliminaires

-Nettoyage.

-Broyage (meules de granit
légerement  décentrées  par
rapport a l'axe de rotation)

- Malaxage (Des raclettes).

-Nettoyage.

—Broyage (des broyeurs mécaniques a marteaux,

couteaux ou disques placés sur un axe entrainé par un

moteur-€électrique).

- Malaxage (dans un bac en inox).

- Séparation (disques en fibre
de nylon, empilés les uns sur

les autres autour d'un pivot

-Deux centrifugation. -
Séparation (centrifugeuse

ou décanteur horizontale).

-Une seule centrifugation
-Séparation et décantaion

par un decanteur a deux

Séparation central. -Décantation. phases.
des phases —Décantation(naturelle, (centrifugeuse verticale a  Deux fractions.
développé en centrifugeuses assiettes)
verticales a assiettes). -Trois fractions .
- Faible consommation d’eau et | - Margines a faible charge | -Rendements en huile
d'énergie. polluante. Iégérement plus éleves.
- Huile riche en polyphénols. - Huile moins acide. - Huile riche en polyphénols
Avantages totaux et en ortho diphénols

et donc plus stable.
—Faibles quantités de

margines.

Inconvénients

-La lenteur et la difficulté pour
bien séparer I'huile de I'eau.
auvoisinage de I’interface entre
les deux fluides.

-Margines les plus concentreées.

- Consommation d’eau et
d’énergie.

-Quantités importantes de
margines.

-Huile pauvre en

composés phénoliques.

-Grignons trop humides.
-Grande consommation

d’énergie.
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1.2. Les sous-produits de I’olivier

L’industrie oléicole, en plus de sa production principale qui est de I’huile (I’huile d’olive
vierge et I’huile de grignon), engendre la production de deux résidus : margines et grignons

(Galanakis et al., 2010).
1.2.1. Grignons ou tourteaux

Les grignons sont les résidus solides obtenus aprés le premier pressage des olives, ils
contiennent encore de 1’huile appelée huile secondaire. Ils sont composés de peaux, de résidus de

pulpe et de fragments des noyaux (Phot.01) (Amic et Dalmasso, 2013).

Photo 01 : grignons en sortie de moulin (Amic et Dalmasso, 2013).
1.2.2. Les margines
11.2.2.1.Définition

Les margines sont des eaux de végétation qui se représentent comme un liquide résiduel
aqueux caractérisées par une intense couleur brun-violet ou brun-rouge sombre .Cette couleur est d0
au processus enzymatique, a 1’état de dégradation des composants phénoliques et au olives dont
elles proviennent,. Le liquide noir ou margines se caractérise par une odeur spécifique qui peut
devenir génante lors des phénomeénes de rancissement ou de fermentation anaérobie. lls présentent
un aspect trouble et un godt amer (Boudoukhana, 2008; Eroglu et al.,2008; Hachicha et al., 2009
; Yaakoubi et al., 2009; Dermeche et al.,2013; Zahari et al.,2014 ; Ochando et al., 2016;
Djadoun, non daté).

La qualité et la quantité des margines dépendent de 1’opération d’extraction d’huile d’olive.

Elles sont aussi influencées par la variété d’olive, 1’eau utilisée, la saison de cueillette, la situation
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géographique, le taux de maturation des fruits, les conditions climatiques, les techniques, le temps
et le lieu de stockage des olives avant la trituration (Boudoukhana, 2008; Kapellakis et al., 2008;
Yaakoubi et al., 2009 ; Hanafi et al., 2009; Hachicha et al., 2009 ;Chouchene, 2010; Yalcuck et
al., 2010 ; Achak et al., 2011; Celine et al., 2012 ;Daassi et al., 2014 ; Djadoun, non daté).

1.2.2.2.Appellations

Les margines ou eaux de végétation, parfois nommés Alpechine en Espagne, Aqua reflue en
Italie, Katsigaros en Gréce, Zebar dans les pays arabes, aussi appelés « Olive Oil Mill Waste Water
(OMW)» en Anglais (Kapellakis et al., 2008).

1.2.2.3.0rigine des margines

Les margines sont composées de 40 a 50 % de la fraction liquide contenue dans le fruit
d’olive et de I’eau de fabrication, éventuellement rajoutée en cours du processus mécanique
,essentiellement au cours des procédés de centrifugation a 3 phases ou de presse de I'huile d'olive
(Phot.02) (Kapellakis et al., 2008 ; Achak et al., 2009; Galanakis et al., 2010; El Abbassi et al.,
2011 ;Daassi et al., 2014 ).

Photo 02 : Les margines (Anonyme, 2018c).

1.2.2.4. Caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques des margines
1.2.2.4.1.Caractéristiques physico-chimiques

La caractérisation physicochimique des margines est généralement tributaire des techniques et
des systémes d’extraction de I’huile d’olives, elle difféere d’un pays a ’autre (Blika et al., 2011).
Les principales caractéristiques sont représentées dans (Tab. Ill et Tab. IV : voir ’annexe).

D
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1.2.2.4.1.1.Caractérisation physique des margines

Les margines sont des sous-produits qui présentent un pH acides, une conductivité électrique
tres élevée et une toxicité saline considérable (Hachicha et al., 2009; Yalcuck et al.,2010 ; El
Abbassi., 2012 ; Dermeche et al., 2013; Ochando et al., 2016).

1.2.2.4.1.2.Caractérisation chimique des margines

Les margines contiennent la majorité des groupes chimiques solubles dans 1’eau présentes
dans I’olive (Morillo et al., 2009). La majorité des travaux effectués montrent que la composition
pondérale typique est caractérisée par leur richesse en eau (83% -94% ), en éléments minéraux
(1,5%-6%) en composés organiques (4%-16), des petites quantités d’huile d’olive émulsionné et un
rapport C/N élevé (Eroglu et al., 2008; Yaakoubi et al., 2009; Morillo et al.,2009 ;Moussaoui et
al.,2010 ; Celine et al.,2012).

> Fraction minérale
La fraction minérale est comprise entre 0,61 et 39 g/l (Aggoun, 2016) et comporte :

e Une fraction insoluble (80%) : constituée essentiellement de phosphate et de chlorure.

e Une fraction soluble (20%0) : constituée essentiellement de carbonate et de silicate.

Les éléments les plus représentatifs sont le potassium (47%), les phosphates (14%) et le sodium
(7%) (Azbar et al., 2008) ce qui a conduit plusieurs chercheurs a tester leur pouvoir fertilisant. Les
métaux lourds, tels que I’arsenic (As), le cuivre 14% (Cu), le cadmium (Cd), le chrome (Cr), le
sélénium (Se), le mercure (Hg) et le nickel (Ni) sont présents la plupart de temps a 1’état de traces
(Aggoun, 2016).

» Fraction organique

La concentration de matiere organique des margines est comprise entre (20 a 129,93 g/l) et

comporte :

e Une fraction insoluble : constituée essentiellement de pulpes d’olives, matiéres en suspension et
colloidales.

e Une fraction soluble: dans la phase aqueuse qui est trés riche en substances organiques
composées essentiellement des sucres, lipides, protéines (facilement fermentescibles), acides
organiques(acides acetique, fumarique, glycérique et oxalique), pectines, composés azoteés,

composés phénoliques, vitamines et traces de pesticides. Cette composition résulte de la
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dégradation des tissus de ’olive au cours de la trituration et de 1’extraction (Kapellakis et al.,

2008 ; Marco Lucas et al.,2009).

v' Les sucres

IIs représentent environ 0, 6 % du poids de la pulpe d’olive fraiche d’apres les études menees
par Galanakis et ces collegues (2010). Les glucides sont essentiellement représentés par les
composants pariétaux, en particulier la cellulose et les pectines, ces derniéres jouent un role
important dans la texture des olives. Récemment, de nombreux travaux ont montré que les
margines sont trés riches en sucres simples, en particulier : le raffinose, le saccharose, 1’arabinose,
le xylose, le mannose et le fructose (Fezzni et Ben Cheikh, 2009 ; Garcia-Castello et al., 2010 ;
Leulmi, 2011) et en fibres pectiques (Nadour et al., 2012). Dermeche et ces collegues (2013)
mentionnent que les sucres représentent entre 4,1 et 4,8% du poids total des margines pouvant se
répartir comme suit : glucose (1%), arabinose (62 a 71 %), galactose (17 a 25%), rhamnose (2 a
3%) et xylose (1a 2 %).

v" La fraction azotée

La fraction azotée est représentée principalement par les protéines avec une concentration
variable. Tous les acides aminés ont été identifiés, les plus abondants sont 1’acide aspartique,

I’acide glutamique, proline et la glycine (Jail et al., 2010).
v Les composés phénoliques

Le fruit de I’olivier est trés riche en composés phénoliques mais seulement 2% du son
contenu total passe dans la phase huileuse. Le reste se trouve dans la phase liquide (margines)
53% et la phase solide (grignons), les composés phénoliques sont trés variable et sont le groupe le
plus vaste et le plus répandus. Plus de 50 composés phénoliques et plusieurs alcools phénoliques
ont été identifiés dans les margines (Seraphim et al., 2008; Gongalves et al., 2009; Dermeche et
al., 2013).11s proviennent de I’hydrolyse enzymatique des glucides et des esters de la pulpe d’olive
au cours du processus d’extraction (Tab.02) (Achak et al.,2008; Yaakoubi et al., 2009; Lafka et
al.,2010; El Abbassi et Zbakh et al.,2012; Celine et al.,2012).
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Tableau 02 : Caractéristiques physico-chimiques des margines (Celine et al., 2012)

Paramétre Unité Asses | Karpouzas El Mekki Ben Ouabou | Khoufi
etal., | etal., 2010 | Abbassi et al., Rouina et et al.,
2009 et al., 2013 et al., al.,2014 2015
2011 2014
pH - 51 5,7 53 5 4,17- 4,75 4,8
5,56
Conductivité Ms/cm - 11 24 81 12,83- 24 175
18,61
DCO g/L 95 48 156 53 - 340 150
DBO g/L - - - 13,42 - 37,5
DBOs g/L - - - - - 1250 -
Matiére seche g/L 84,2 - 90 39,4 44,6-121 240 53,16
Lipides g/L - - 7 - 3,18-45 - -
Polyphénoles g/L 4,82 8,8 4,1 8,6 0,99-5,8 2,05 8,9
sSucres g/L - - 4,3 - - 26,87 -
Azote totale g/L - 0,9 - 0,5 0,44-1,4 - -
Teneur n eau % - - - - 87,9- - -
95,4
Mtiére g/L - - - - 32,55- - -
organique 107
Matiére g/L - - - - - 212 -
volatile
Matiére en g/L - - - - - 10 -
suspension
Taux % - - - - - 86 -
d’humidité
Masse g/cm?® - - - - - 1,05 -
volumique

1.2.2.4.2.Caractérisation microbiologique des margines

Les bactéries, les levures et les moisissures sont les principaux microorganismes trouvés dans
les margines avec la prédominance des deux derniéres. La plupart d'entre eux proviennent
d'environnements de sols et d'eau douce. La structure de la communauté bactérienne est fortement
influencée par la culture et la pratique de la récolte, ainsi que la variété spécifique a partir de
laquelle des margines ont été produites (Tsiamis et al., 2012).Dans la plupart des cas, il y a absence
de microorganismes pathogenes et ils ne posent alors aucun probléeme du point de vue sanitaire
(Vagelas et al., 2010 ; Senani et Moulti-Mati, 2011; Zbakh et El-Abbassi, 2012 ; Ntougias et
al., 2013).

1.2.2.4.2.1. Diversité bactérienne dans les margines

D’aprés des études réalisées par Venieri et ces collegues (2010) consistent a la mise en ceuvre

d'une puce a ADN a haute densité ont révélé une grande diversité bacterienne, dominée par des
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membres de toutes les classes de Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Chloroflexi,
Cyanobacteria, Planctomycetes, Gemmatimonadetes, et Verrucomicrobie. En outre, un nombre
élevé d'agents infectieux sont présents tels que : Acinetobacter, Enterobacter spp et Pseudomonas
ont également été détectés dans les margines. Les principales classes bactériennes sont représentées
dans la figure (Fig. 07) (Vivas et al., 2009; Tsiamis et al.,2012).

2% 1%

m Alphaprotiobacteria

m Betaproteobacteria

m Gammaproteobacteria
m Deltaproteobacteria

® Firmicutes

m Actinobacteria

u Bacteridetes

u Chlorofixi

Synergistetes

Figure 07 : Distribution de phylotypes bactériens les margines (Ntougias et al., 2013).

1.2.2.4.2.2. Diversité fongique dans les margines

> Les levures

La population de levures semble étre abondante dans les margines. Les principaux especes

présentes sont Geotrichum candidum, Pichi .fermentans et P. holstii, Candida membranifaciens, C.
michaelii, C. inconspicua et C. tropicalis et Rhodotorula mucilaginosa, et les espéces apparentées a
Saccharomyces cerevisiae qui ont été recemment isolés de margines (Ben-Sassi et al., 2008 ; Bleve
etal.,2011).
Ces isolats de levures présentent une haute activité pectolytique et xylanolytique renfermant les
enzymes : cellulase, B-glucanase, B-glucosidase, peroxydase, et les polygalacturonase qui pourraient
efficacement dégrader les composés phénoliques responsables de la toxicité des margines (Romo-
Sanchez et al., 2010; Sinigaglia et al., 2010).

» Les champignons

Une étude de Centre National d'Information sur la Biotechnologie (NCBI) a révélé la présence
de 106 séquences de champignons identifiées dans les margines (Fig.08).La plupart d'entre eux
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appartiennent aux genres : Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Bionectria, Byssochlamys,
Chalara, Cerrena, Fusarium, Lasiodiplodia, Lecythophora, Paecilomyces, Pénicillium,
Phycomyces, Phoma, Rhinocladiella et Scopulariopsis (Ntougias et al., 2013).La plupart des genres

fongiques possédaient la capacité de dégrader ses composés phénoliques (Mann et al., 2010).

m Glomeromycota
m Basidomycota

= Ascomycota

m Unclassified fungi

Figure 08: Distribution des champignons dans les margines (Ntougias et al., 2013).
1.2.2.5.Effets biologiques des margines

Les margines sont riches en polyphénols, 1’activité antioxydant est celle qui les caractérise le
mieux et avec la plus grande fréquence. En effet, de nombreuses revues leur conferent le réle
d’excellents piégeurs d’espéces réactives directement issues de 1’oxygene. L’étude de ’effet cyto-
protecteur des polyphénols de margine (hydroxytyrosol) sur des neurones de rat a révélé que cette
molécule est fortement corrélée a la protection des cellules nerveuses par piégeage de I’ion
métallique (Fe2+) Cette faculté, tant étudiée et si reconnue est fréqguemment citée comme étant une
clé pour la prévention et/ou la réduction du stress oxydatif en lien direct avec des maladies
chroniques (Schaffer et al, 2010).

Les polyphénols sont des substances partiellement toxiques et inhibent le développement des
microorganismes aussi bien en présence ou en l'absence d'oxygéne (Larif et al., 2013 ; Esmail et
al.,2015). Elles peuvent inhiber également 1’activité des bactéries symbiotiques fixatrices d’azote

dans le tube digestif des ruminants en inhibant leur activité enzymatique (Yahiaoui, 2012).

jEN
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1.2.2.6.L'impact des margines

Les effluents oléicoles générent un grand impact sur l'environnement, en raison de la
production élevée de résidus les plus polluants (Bataiche, 2014 ; M'sadak et al., 2015). On peut
supposersans risque que les margines sont entierement biodégradables (Kapellakis et al., 2008 ;
Yaakoubi et al., 2009). lIs ont une forte charge polluante, 2kg d'olives pressées correspondent a la

pollution rejetée par une personne (Boudoukhana, 2008).

Cette situation est aggravée par le caractére saisonnier de la production de I’huile d’olive et les
volumes importants de margines approchant les 30 millions de m®/an, dont 98% sont concentrés

dans les pays du pourtour mediterranéen (Koutrotsios et Zervakis, 2014).
1.2.2.6.1.Pouvoir polluant des margines

» Les margines sont caractérisés par une trés grande variabilité de leur composants qui
définissent leur propriétés. Notamment le pouvoir de pollution du produit (Kapellakis et al.,
2008). Il s'agit :

De la DBO 20000 & 55000 mg/I.

De la DCO 60000 a 180000 mg/I.

Des résidus solides (3 a 10 %).

Des résidus insolubles (0.04 a 0.5 %) , les phénols et les lipides se décomposent a des

Y V V V

vitesses de réactions beaucoup plus lentes que d'autres constituants, tels que les sucres ou les
acides volatils a chaine courte (Kapellakis et al.,2008). La toxicité des margines est due
essentiellement a la présence des acides gras libres a longue chaine et des composés
phénoliques a fortes concentrations (4 a 15¢/L) (Zahari et al., 2014).La résistance a la
biodégradation, avec un taux de matiére organique élevé, un pH acide sont a 1’origine de

plusieurs impacts environnementaux (Ouzounidou et al.,2010)

Par ailleurs, des études de toxicité et de biodégradabilité ont montré que les composés
phénoliques qui sont de nature humiques et responsables de la coloration noire sont trés peu
toxiques et tres difficilement biodégradables, par contre, les composés tanniques sont tres toxiques
mais biodégradables (Boudoukhana, 2008).

> Pollution de I'eau

Généralement, le secteur oléicole se caractérise par des procédés mettant en jeu, la plupart du
temps, la qualité de I’eau ce qui provoque une pollution hydrique. Le volume annuel des eaux usées

rejetées, y compris ceux des huileries est estimé a environ 1400hm?®/an et passera a plus de deux
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milliard de m%an a I’horizon 2020 (Rizoun, 2012). Les effets environnementaux négatifs

comprennent :

+« La décomposition et, par conséquent, I'nypoxie, qui induisent des réductions dans d'autres
populations animales (poissons) (Kapellakis et al., 2008 ; Aggoun, 2016).

% La trés forte charge en matiéres organiques empéche ces eaux de s'auto-épurer et la pollution
s'étendre sur de trés longues distances (Kapellakis et al., 2008).

+ Les polyphénols contenus dans ces effluents rejetés dans les cours d’eau de faible débit ou
I’échange de I’air est limité, exercent une action antagoniste sur la flore et la faune aquatique en

causant leur mort (Lakrari, 2013).

X/
°

Les phosphores accélérent le développement des algues et augmentent la probabilité d’une
eutrophisation entrainant un déséquilibre écologique dans les eaux naturelles (McNamara et al.,
2008).

La présence des tannins, provenant de 1’olive et se trouvant dans les margines, provogque une

X/
°

décoloration de ces eaux (Kapellakis et al., 2008 ; Djadoun, non daté).
+«+ Les sucres provoguent une augmentation de la population microbienne, par conséquent une
augmentation de la consommation d’oxygéne dissout, ce qui entraine une réduction de sa

disponibilité pour d’autres organismes vivants (Yahyaoui, 2012).

X/
°

Leur forte acidité provoque I’asphyxie de la faune et la flore marine (Yahyaoui, 2012).

» Pollution de l'air

La forte teneur en sels, en charge organique et leur acidité sursaturent les milieux récepteurs et
provoquent des conditions d'anaérobioses propices aux dégagements d’odeurs désagréables li¢es a
la formation du gaz H>S lors du processus de fermentation (Boudoukhana, 2008 ; Yahyaoui,
2012).

> Pollution des sols

La microflore du sol peut étre détruite suite a l'acidification du milieu. Par ailleurs le caractere
visqueux des margines entraine la formation d'un dép6t huileux qui provoque l'imperméabilisation
du sol dans un premier lieu et son asphyxie par la suite et la faible dégradation chimique des
composés phénoliques (Boudoukhana, 2008 ; Mahmoud et al., 2010 ; Djadoun, Non daté).Par
ailleurs, I’oxydation des margines entraine la polymérisation des composés phénoliques en tanins
(Achak et al., 2008 ; Yaakoubi et al.,2009).
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> Pollution des plantes

Les composes phénoliques peuvent agir en tant que composants phytotoxiques, inhibant la
croissance ainsi que la germination des plantes et la croissance végétative. Les résidus de pesticides
présents dans les effluents d’huileries d’olive peuvent également étre nocifs pour les plantes
(Morillo et al., 2009).

1.2.2.7.Différentes filieres de valorisation des margines

A partir des années soixante-dix, ces effluents ont été 1’objet d’une grande attention de la part
des institutions scientifiques, des entreprises et des organismes publics (Leulmi, 2011). lls ont fait
I’objet de plusieurs études, certaines d’entre elles sont encore au stade d’expérimentation
(Kavvadias et al., 2010). La valorisation des déchets oléicoles présente un double intérét (Fig.05.
Annexe 01). D’une part, elle permet de résoudre un probléme environnemental posé par les
effluents des huileries qui ont un pouvoir polluant trés élevé, mais aussi, et surtout de subvenir au

besoin économique national (Bataiche, 2014).
1.2.2.7.1.Valorisation agronomique

L’utilisation des margines comme fertilisant, se fait selon Ouazzani, (2012) soit par épandage
ou bien par compostage qui est une pratique ancienne, notamment dans les pays producteurs de
I’huile d’olive (Moraetis et al., 2011).

» Utilisation des margines comme fertilisant par épandage

L’épandage agricole des margines est I’une des solutions permettant de les valoriser, mais a
condition que cette opération soit contrdlée et maitrisée en respectant les doses a appliquer
(Sahraoui, 2012). La richesse des margines en matiére organique et en nutriments fait des margines
un bio fertilisant a bas co(t dans les pays Méditerranéens ou les précipitations sont de plus en plus
rares (Caputo et al., 2013). Car d’une part, elles ne contiennent pas de métaux lourds et de
microorganisme pathogénes, et d’autre part, elles sont riches en éléments minéraux nutritifs (K,N,
P), en plus, comme elles sont constituées de matiere organique, elles représentent un excellent
substrat pour le développement de la microflore qui permet d’améliorer les propriétés physico-
chimique du sol. Cette utilisation n’est pas sans inconvénients, ils générent une acidité et une

salinité élevées, accumulation des lipides et des acides organiques (Yaakoubi et al., 2009).
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» Utilisation des margines comme fertilisant par compostage

La valorisation agricole des margines par compostage a pour but essentiel de fixer les
éléments fertilisants sur un substrat carboné au cours d'un processus aérobie-anaérobie de substance
organique des residus, pour les restituer au sol en fonction des besoins des plantes. Un temps de
contact long permettra d’avoir de bons rendement (fixation de résidus agricoles dans les margines)
de ce fait ils sont moins susceptibles de migrer en grosse quantité vers la nappe (Yaakoubi et al.,
2009 ; Chouchene, 2010).

1.2.2.7.2.Récupération de quelques composants

Les travaux sur l’utilisation des margines comme source naturelle pour la production de
composés phénoliques bioactifs sont en plein essor (Schaffer et al., 2010 ; Lafka et al., 2011).Ces
coproduits de I’industrie oléicole paraissent étre une source abordable et abondante de substances
phénoliques biologiquement actives qui détiennent un potentiel prometteur en tant qu'antioxydants,
agents anti-inflammatoires et antimicrobiens utilisés en pharmacie, en cosmétique et en agro-
industrie (Yaakoubi et al., 2009; Dermeche et al., 2013; Rahmanian et al.,2014).

1.2.2.7.3.Production des enzymes

La production industriel des enzymes est possible par [I’utilisation des levures et des
champignons filamenteux issues de margines. Les principaux enzymes obtenus a travers le
traitement par ces microorganismes sont les lipases, les laccases, les peroxydases et les pectinases
(Goncalves et al., 2010).

1.2.2.7.4. Production de la biomasse fongique

Un mélange de coproduits d'olivier (grignons d'olives, bois de la taille, margines) a été mis au
point pour fabriquer le COS et I'utiliser & la fois comme substrat et support solide, pour la culture
des microorganismes par FMS, en particulier des champignons filamenteux entomopathogenes,
nématophages pour la production de biopesticide ou pour la culture du mycélium de champignons
comestibles et médicinaux comme le Shiitake pour l'alimentation humaine et d'autre part la
détoxification des margines pour servir a lI'alimentation animale (Lakhtar, 2009; Lakhtar et al.,

2010). Il existe d'autres filieres de valorisation des margines citons :

» Eau d’irrigation (eau traitée) (Kapellakis et al., 2008).
» Fabrication des savons (savon de Marseille) (Dermeche et al., 2013).
» Teinture du textile (laine) (Meski et al., 2012).
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» Préparation des boissons fonctionnelles (Zbakh et al., 2012).
1.2.2.8.Procédées de traitement des margines

Plusieurs traitements de dépollution des margines ont été testés et proposés pour faire face a
leur impact environnemental. A noter que la plupart de ces applications sont seulement décrites
dans la littérature scientifique (Dermeche et al., 2013) mais ne seraient pas ou difficilement

applicables sur le terrain (Aggoun, 2016).

Les choix de ces procédes dépendent des contraintes d’ordre socio-eéconomiques et technique, a
savoir le systeme utilisé pour I’extraction d’huile, la charge produite par les huileries et la voie de
valorisation des margines. Toutefois, il existe plus de 20 procédés applicables au traitement des
margines. lls peuvent étre classés en procédés physique, chimique et biologique. Ils peuvent étre
utilisés seuls ou combinés (Fig.06 .Annexe 01), testées en laboratoire ou dans une installation pilote
sans projection industrielle ultérieur (Boudoukhana, 2008 ; Arda et al., 2010 ; Leulmi, 2011;
Iboukhoulef, 2014). Les tentatives de mise en place de techniques de dépollution des margines ont

abouti a 1'¢laboration de procédés complexes et colteux et surtout a générer d’autres sous-produits

difficiles a gérer (Schaffer et al., 2010 ; Lafka et al., 2011 ; Aouadi, 2012).
1.3. Les champignons
1.3.1. Généralité

Les micromycétes sont des champignons microscopiques regroupant les levures et les
moisissures. Ce sont des eucaryotes caractérisés par la présence d’une membrane nucléaire et de

mitochondries (Aurélie, 2013). lIs sont ubiquitaires (Nafee, 2009).

Les moisissures sont des champignons filamenteux microscopiques apparus sur terre il y a 550
millions d’années, sont trés nombreuses, cosmopolites, saprophytes, symbiotes ou parasites
(Lavaud et al., 2008 ; Aurélie, 2012b). Les champignons filamenteux sont hétérotrophes et plus
particulierement absorbotrophes. Ils synthétisent leurs propres nutriments a partir de 1’eau et des
¢léments nutritifs et minéraux. Les molécules complexes comme 1’amidon, la cellulose ou les
protéines nécessitent une digestion enzymatique prealable s’effectuent par la production d’enzymes
ou d’acides. Leurs développement est également dépendant de 1’environnement (Tab.03) (Aurélie,

2013).
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Tableau 03: Principaux parametres environnementaux qui affectent le développement des

champignons (Aurélie, 2013).

Parametres Normes
L’humidité relative (HR) 0,85 et 0,99.
La température La majorité des moisissures sont mésophiles (20-25°C), mais

d’autre sont psychrophiles, thermophiles.

L’oxygéne Aérobies.

pH 4,5 et 8avec optimum soit compris entre 5,5 et 7,5.

1.3.2.Méthodes d’identification des champignons filamenteux

L’identification des champignons filamenteux en routine repose essentiellement sur I’analyse
des caracteres morphologiques macroscopiques et microscopiques. Ces méthodes d’identification

peuvent étre complétées par une analyse moléculaire (Aurélie, 2013).
1.3.2.1.Etude morphologique

La morphologie est 1’outil principal de la systématique des champignons. La majorité des
11.000 espéces de champignons filamenteux décrites jusqu’a présent sont des espéces

morphologiques (Lamrani, 2009). Parmi ces criteres on peut citer :
» Etude macroscopique
Elle repose sur I’observation des colonies obtenues apreés culture (Tab. 04).

Tableau 04 : Différents caractéres macroscopiques des champignons filamenteux (Aurélie, 2013).

L’aspect Le relief La taille La couleur recto et
Verso
duveteux, laineux, plat, plissé ou petite, étendue ou blanche, creme ou
cotonneux, velouté... cérébriforme... envahissante ... colorée, verte, brune...

La présence d’un pigment diffusant dans la gélose ainsi que la vitesse de croissance apicale et
la température de développement peuvent étre des bons indicateurs pour 1’identification (Aurélie,

2013), leur transparence (opaque, translucide), 1’allure des contours et I’odeur (Boudih, 2011).
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» Etude microscopique

L’analyse microscopique est fondée sur I’aspect morphologique des différentes structures des

champignons filamenteux (Boudih, 2011) :

- Le thalle végetatif : septé (diamétre étroit et régulier de 2 a 5 um) ou siphonné (filaments peu ou
pas ramifiés, I’ornementation et le diametre large et irrégulier de 5 a 15 pum), paroi pigmentée
(mélanisée) ou non (hyaline) (Aurélie, 2013), la couleur des hyphes (foncées ou claires), son mode
de ramification et la différenciation des thallospores (Boudih, 2011).

-Les organes de fructifications: Dans ce cas, les caractéres suivant sont & prendre en
considération : La forme, la couleur, la dimension, la texture des parois et I’ornementation. Ainsi
que la présence ou non d’organes protecteurs des conidies, modes de formation des conidies (issues
directement du thalle, solitaires (aleuriospores) ou en chaines (arthrospores), mode de production (
produites par bourgeonnement et regroupées soit en grappes, en masse, en tétes ou en chaines
basipétes ou acropétes), modes d’implantation des cellules conidiogénes indifférenciée ou peu
indifférenciée et différenciées (sur le filament végétatif, porté sur les conidiospores dispersés ou
groupés) (Aurélie, 2013).

-Les spores: l’origine des spores : endogenes (endospores) ou exogenes (conidiospores ou
conidies), I’aspect des spores [amérospores (unicellulaires et de petite taille), didymospores
(bicellulaires), phragmospsores (pluricellulaires a cloisons transversales), dictyospores
(pluricellulaires a cloisons transversales et longitudinales), scolécospores (étroites et effilées)], la
forme des tétes (en forme de pinceau, aspergillaire) et la présence ou non de chlamydospores ou
d’exsudat (Aurélie, 2013).

1.3.2.2. Approche chimique

L’approche chimique qui se base sur des méthodes chromatographiques et spectroscopiques
permet de mener des analyses aussi bien quantitatives que qualitatives pour €lucider les structures
des métabolites ou des composés de la membrane cellulaire. Il s’agit principalement des
polysaccharides, des lipides insaponifiables, des acides gras et des métabolites secondaires volatiles

et non volatiles (Lamrani, 2009).
1.3.2.3.Etude moléculaire

Quand les champignons filamenteux sont peu différenciés et/ou sensibles aux conditions

environnementales, les méthodes morphologiques, physiologiques et biochimiques s’avérent alors
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non seulement laborieuses et longues mais aussi quelquefois inefficaces (Lamrani, 2009).
L’émergence de la PCR, RFLP et d’autres techniques ont permis d’importants progres des
techniques moléculaires. Permettant d’étudier le polymorphisme génétique des différents
champignons filamenteux et de les discriminer a différents niveaux taxonomiques. En comparant

leur spectre avec ceux d’une librairie de spectres de référence (Pitt et al., 2009).
1.3.3.Les phylums fongiques

A Tinstar des autres organismes vivants, les champignons sont subdivisés en classes, en
ordres, en familles, puis en genres et espéces (Boudih, 2011). La classification des champignons est
d’abord basée sur un mode de reproduction sexuée ou phase téléomorphe. Les mycetes constituent
un regne autonome appelé Mycota qui comprend 60 000 a 100 000 especes (Reboux et al., 2010)
divisé en cing groupes principaux : les Chytridiomyceétes, les Zygomyceétes, les Basidiomycetes et
les Ascomycétes. Certaines moisissures sont le plus souvent ou exclusivement rencontrées a un
stade de multiplication asexuée dit anamorphe. Ils sont alors classés d’aprés le mode de production
des spores asexuées ou conidies dans le cinquieme ordre ce sont les Deutéromycétes ou
Champignons imparfaits. Les champignons microscopiques filamenteux sont nommés selon des
régles internationales précises enoncées au XVIlléme siecle par Carl Von Linné, comprenant un
nom de genre, suivi du nom de I’espéce et du nom de I’auteur ’ayant décrit (Fig.09) (Boudih,

2011 ; Dugat, 2014).

=
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Alternaria Aspergillus Cladosporium Geotrichum

Figure 09 : Quelques genres de champignons filamenteux (Anonyme, 2018).
1.3.4.Développement des champignons filamenteux

Le développement des moisissures comprend deux phases : une phase végétative et une phase

reproductive (Aurélie, 2013).
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1.3.4.1.La phase végeétative

Le développement des champignons se fait par croissance apicale et élongation des filaments
parfois visibles sous forme de petites taches colorées a leur surface a partir de leurs extrémités dans
toutes les directions et de fagcon identique. Le mode de croissance se traduit par la mise en place de
colonies circulaires (thalles) caractéristiques des champignons sur milieu gélosé. Il existe deux
types de ramifications : la ramification par dichotomie (apex) ou par bourgeonnement (latéral).
Cette phase correspond également a la phase de nutrition qui constitue une phase active de
développement (Lamrani, 2009 ; Aurélie, 2013).

1.3.4.2.La phase reproductive

Comprend deux types de reproduction : la reproduction asexuée correspondant a la forme
anamorphe et la reproduction sexuée correspondant a la forme téléomorphe (Aurélie, 2013).

1.2.4.2.1.La reproduction asexuée

Elle correspond majoritairement a la dispersion de spores mitotiques asexuées produites dans
le cycle normal du myceélium végétatif, permettant la propagation des moisissures afin de coloniser
d’autres substrats. Au cours de laquelle une spore ou un fragment de mycélium croit, s’allonge par
I’extrémité apicale et se ramifie pour donner un nouveau mycélium. Dans cette catégorie, il existe
deux types de spores : des spores endogenes et des spores exogénes produites soit a la surface du
mycélium ou sur des filaments spécialisés libres ou groupés dans une structure spécialisée appelée
pycnide. Aprés propagation et lorsque les spores se sont déposées sur un nouveau substrat, celles-ci
peuvent rester inertes tant que I’environnement n’est pas favorable a leur développement. Ce n’est
que lorsque les conditions environnementales deviennent favorables qu’elles « germent » comme

des graines et émettent du mycélium (Lamrani, 2009 ; Aurélie, 2013).
1.3.4.2.2.La reproduction sexuée

Les modalités de la reproduction sexuée sont trés variées (Lamrani, 2009) qui implique la
rencontre de deux mycéliums de signes sexuels opposés. Un mycélium a n chromosomes va
rencontrer un autre mycélium a polarité complémentaire pour donner lieu a la fusion des
cytoplasmes, ce qui engendre un nouveau mycélium a 2n chromosomes. Les cycles de vie différent

d’un champignon a un autre selon leur type de spores (Boudih, 2011).
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1.3.5.Importance des moisissures

Les champignons filamenteux présentent un intérét au sein de 1’environnement humain, de
maniere bénéfique ou néfaste, avec des conséquences économiques. lls sont impliqués dans
différents domaines tels que 1’industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique, ainsi que
dans le secteur medical (Aurélie, 2013). Ces derniers ayant une application étendue en
biotechnologie (Compaoré et al., 2017) (Tab. 1V. Annexe 01).

1.3.5.1.Secteur agroalimentaire

Au sein de I’industrie agroalimentaire, certaines moisissures sont utilisées pour la production de
fromage comme le roquefort (P.roqueforti) ou le camembert (P. camenberti) (Cantu et al., 2009).
La synthése d’enzymes telles que la maltase et la dextrinase servant a transformer le maltose et

I’amidon en alcool (Rhizopusoryzae) (Chaiwun et al., 2011).
1.3.5.2.Secteur pharmaceutique et médicale

Au sein de I’industrie pharmaceutique, certaines moisissures sont utilisées pour la synthese de
médicaments, notamment d’antibiotiques telles la pénicilline (P. chrysogenum) ou les

cephalosporines (Cephalosporium acremonium) (Aurélie, 2013).
1.3.5.3.Intérét économique

Du point de vue économique, grace a leurs capacités de produire des acides organiques (1’acide
citrique et itaconique), pigments et antibiotiques .Elles jouent aussi un réle important dans le
recyclage des matieres organiques en puisant leur énergie a partir de sources carbonées externes
(Aurélie, 2013).

1.3.5.4.Intérét phytosanitaire

Les déchets agroindustriels constituent un excellent substrat solide pour réaliser des cultures de
champignons filamenteux entomopathogénes ou nématophages. Dans la mesure ou des conditions
optimales de culture sont obtenues pour chaque microorganisme, le produit fermenté obtenu,
s'averer apres retour au champ étre un excellent agent pour une lutte biologique contre certains bio-

agresseurs des cultures (Rossas et al., 2009).

1.3.5.5.Production d’enzymes lipolytiques (lipases)
Les enzymes sont des macromolécules, majoritairement, de nature protéique. Elles sont des

polypeptides de masses moléculaires élevées situées entre 10 a 1000 k Da (Jarrar, 2011). Entre eux
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les lipases ou encore appelées triacylglycérols-acyl hydrolases (EC 3.1.1.3) appartiennent a la
famille des hydrolases d’esters carboxyliques. Leur rdéle physiologique est d'hydrolyser les
triglycérides en diglycérides, monoglycérides, acides gras et glycérol (Alloue et al., 2008). Elles
sont omniprésentes dans la nature et peuvent étre obtenues a partir de nombreuses sources, telles
que les plantes, les microorganismes et les animaux (Treichel et al., 2010 ; Salihu et al., 2012).

De nombreux microorganismes sont connus comme des producteurs potentiels de lipases
extracellulaires, notamment les bactéries, les levures et les moisissures (Rigo et al., 2010). A cause
de leur stabilité, efficacité et pureté, les lipases d'origine microbienne sont les plus utilisées dans les
applications biotechnologiques et de la chimie organique (Treichel et al., 2010).
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Il. Matériel et méthode

Dans ce travail, nous avons essayé d’évaluer les caractéres physico-chimiques et
microbiologique margines qui nous ont été fournis a partir des unités de trituration d’olives de 3
différentes régions d’Algérie, qui sont Bejaia, Boumerdés et Tizi Ouzou. Aussi, on Ss'est
particulierement intéressé a mettre en valeur la biodiversité des champignons filamenteux
mésophiles contenus dans ce rejet liquide. L’étude a été reéaliseée au niveau de laboratoire de
recherche VALCORE et le laboratoire d’analyses physico-chimiques de département de chimie de
la faculté des sciences (UMBB). Ainsi que certaines analyses microbiologiques ont été conduites au
niveau de laboratoire de microbiologie de la laiterie et fromagerie de Boudouaou (LFB).
11.1.Matériels

11.1.1. Matériel végétale

Le matériel biologique est présenté par les margines (Amoredj), issus des Maasras dotés d’un
systéme d’extractions a trois phases localisées dans trois unités trituration moderne de stations
différentes régions principalement au niveau de 3 stations (unités de) : Bejaia (Sidi Aiche), Tizi-

Ouzou (Boughni) et Boumerdes (Thyzza).

Ces trois villes sont situées dans trois régions différentes, qui sont connues par une importante
production oléicole, ceci est di aux grandes surfaces de plantation de 1’olivier ainsi qu’aux

conditions climatiques caractéristiques a ces régions (Fig.10).
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Figure 10: Localisation géographique des régions concernées par la collecte des margines.
(Google Map, 2018).
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11.1.1.1.Prélévement d’échantillons

Les échantillons fraiches prélevées ont été suffisamment homogénéisés et obtenue sans
modification de leurs caractéristiques. Cependant les résultats analytiques et leur interprétation
dépendent étroitement de la maniére de prélevement, de conditionnement et de la durée de stockage.
Pour cela nos échantillons ont été prélevés dans des bouteilles opaques en plastique de 1,5 L bien
remplies et fermées de maniére a assurer que le milieu est exempt d’oxygene. Une fois les
échantillons prélevés, ils sont conservés dans une glaciére a 5°C et transportés le plus tot possible
au laboratoire, puis subdivisées d’une maniére homogeéne dans des flacons de180ml et réfrigérer a
4° C aI’abri de la lumiére afin d’éviter leur fermentation jusqu’au jour de I’analyse.

11.1.2. Matériel non biologiques

Dans ce présent travail, la fréquence des études qualitatives et quantitatives et leurs variétés
font qu’il est nécessaire de disposer d'un nombre élevé de milieux de culture et de divers matériels
allant de grands matériels ,verreries et petit matériels, milieux de culture, milieux d’enrichissements

et produits et réactifs (Tab I. et Il Annexe 02).
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Méthode

11.1.3. Paramétres analytiques de base des margines
La procédure expérimentale adoptée est illustrée dans I'organigramme présenté dans la figure
suivante (Fig.11) :

Prélevement des
margines

Transport des margines au laboratoire

Conservationa 04 ° C

Analyses physico- Analyses
chimiques microbiologiques
- pH. Dilutions décimales - FMAT (TGEA).
- COI’]dUCtIVIté et - Champlgnons et
Salinité. levures (PDA et
- MES, MVS, Sabouraud).
MM . Ensemencement aux - Staphylocoques
-5 IOl différents milieux (Chapman, Baird
et Mox. Parker).
- Les coliformes (DCL).
Incubation - Salmonelles (I’eau

peptone, SFB, Hektben).
- Streptocoque (Roth,
Litsky).

Observations microscopiques-
- Coloration au bleu de
méthyléne

Observations macroscopiques
- Description des colonies
- Dénombrement des colonies

Figure 11 : La procédure expérimentale de notre étude.
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11 .2. 1. Etude physico-chimique des margines

La caractérisation physico-chimique et minéralogique a été basée sur 1’étude des paramétres
suivants : Acidité (pH), Conductivité, salinité, matieres en suspension (MES), matiére minérale
(MMS), matiére volatile (MVS), demande chimique en oxygéne (DCO), demande biochimique en
oxygéne(DBO:s), indice de biodégradabilité (Ib), matiére oxydable (Mox) et fonctions organiques
(spectre infrarouge). Avant de procéder au dosage des différents parametres physico-chimiques, les
échantillons de margines ont été bien homogénéisés.
I1.2. 1.1. Mesure de pH

Principe

Le pH donne une indication sur l'acidité ou l'alcalinité du milieu, il est déterminé a partir de la
quantité d’ions H" libres contenus dans 1’échantillon (AFNOR, 1983). La mesure de pH est faite

pour les trois échantillons de margines non dilués et a température ambiante (Rodier et al., 2009).

Mode opératoire
La mesure de pH est faite pour trois échantillons de margine non dilués (brutes). Apres
ringage et 1’étalonnage du pH-metre, on plonge 1’électrode de mesure dans un bécher contenant un

volume de 20 & 30 ml de margines et on note le pH sur I’appareil (Fig.12) (Rodier et al., 2009).).

Figure 12 : Mesure de pH des échantillons des margines.
I1.2. 1.2. Conductivité électrique et la salinité
Principe
Cette propriété électrochimique est basée sur le fait que la conductance d’une solution s’accroit

au fur et a mesure que les concentrations en cations et anions, porteurs des charges électriques,
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augmentent. La conductivité électrique est mesurée par un conductimetre de terrain, elle est
exprimée en ms/cm en prenant compte de la température de mesure (Rodier et al., 2009).
Mode opératoire

Apres le ringage de la sonde du conductimetre, on la plonge dans un bécher contenant 20 a 30
ml de margine a analyser, en prenant soin a ce que I’électrode soient complétement immergé.
On agite les margines afin que la concentration ionique entre 1’électrode soit identique a celle du
liquide ambiant et aussi pour éliminer les bulles d’air d’¢lectrode, on lit la valeur de conductivité
(CE) en prenant compte la température de mesure (Rodier et al., 2009).

% Lasalinité (S) : Elle est déduite a partir de ’expression suivante :

S (g/L) = 0,7 x CE (Ums/cm)

I1.2. 1.3. Matiere en suspension (MES)
Principe

La définition d’ISO des matieres en suspension (AFNOR, 1999a) indique que : «il s’agit des
matieres éliminées par filtration ou centrifugation dans des conditions définies ». Deux techniques
sont actuellement utilisées pour la détermination des matiéres en suspension elles font appel a la
séparation par filtration directe ou centrifugation. On réserve cette derniere méthode au cas ou la
durée de la filtration dépasse une heure environ (AFNOR T90-105).

Mode opératoire
Méthode de centrifugation

Aprés homogénéisation de margines, les volumes de 50ml sont centrifugés a grand vitesse
(8000trs/mn) pendant 20mn, les culots déposés au fond du pot de la centrifugeuse sont transverseés

dans des capsules en porcelaine préalablement sécheées a 105°C et pesées (M, ). On rince les pots de

centrifugation avec I’eau distillée et on recueille les eaux d’entrainement dans les capsules, par la
suite on les seche & une température de 105°C + 2°C, apres élimination totale de 1’eau on laisse les
capsule se refroidies dans un dessiccateur et on pese de nouveau, on répéte les opérations de
séchage, de refroidissement et de pesée jusqu’a ce que la différence entre deux pesees successives

ne depasse pas 0,5 mg (M,) (Fig.13).
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1. Pese avant seche 2. Séchage a 105 C. 3. Dessiccation 4. Matiere séchée.

Figure 13 : Les étapes de mesure de la matiére en suspension des margines.
Expression des résultats

Le calcul de la teneur en matieres en suspension est effectué d’apreés 1’expression suivante :

P=(M1-M2)/V. (10%

P : Teneur en matieres en suspensions, en gramme par litre.
V : Volume en millilitre de la prise d’essai.
MO : Masse en grammes, de la capsule vide.

M1 : Masse en milligrammes, du creuset et son contenu aprés séchage a 105°C et dessiccation
(Rodier, 2009).

11.2. 1.4. Détermination de la matiere minérale en suspension (MM) et la matiere volatile en
suspension (MVS)
Principe

La teneur en matiere minérale est le résidu d'une substance apres destricuction de la matiere
organique par une incéniration (AOAC, 1975).
Mode opératoire

Pour la détermination des matieres minérales et volatiles, la margine est centrifugée a grande
vitesse comme pour le cas de MES. Aprés récupération du culot est le séchage a 105°C, le culot est
calciné a 525°C pendant 2h. Apres son refroidissement dans un dessiccateur, on pese les capsules

jusqu’a I’obtention d’une masse constante(M,) (M, c’est la masse de capsule vide) (Fig.14).
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1. Matiere séchée (4). 2. Incinération. 3. Matiére minérale.

Figure 14: Les étapes de mesure de la matiére minérale des margines.

La teneur en matiere minérales en suspension est donnée par la formule suivante (Rodier et al.,
2009).

[MMS] (/) = (Ma-My) /VE10

La différence entre les concentrations de MES et MMS est considérée comme les matiéres volatiles
en suspension MVS (Rodier et al., 2009).

[MVS] (g/1) = (MES-MMS) /VE (10%)

I1.2. 1.5. Spectroscopie infrarouge IR-TF
Principe

La spectroscopie infrarouge est 1’'une des méthodes les plus efficaces et répandues pour
I’identification des molécules organiques et inorganiques a partir de leur propriétés vibrationnelles.
En effet, le rayonnement infrarouge excite les atomes, lesquels subissent des vibrations selon divers
modes qui sont : déformation, élongation symétriques ou non symétriques. Elle permettra de mettre

en évidence plusieurs constituants peuvent etre determinés apartir d’un seul spectre observable a

3300 cm™ (Leulmi, 2011)
Mode opératoire

100 mg de kBr (bromure de potasium) sont broyes finementet et pressés afin d’obtenir une
pastille. L’echantillon de margines est deposedans la pastilleobtenue qui est éclairée par la suite par

un rayonnement polychromatique qui couvre le domaine spectrale de 4000-400 cm™. Une fois
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I’infra-rouge traverse I’echantillon le spectre —infa-rouge est enregistré sur I’ordinateur donnant des

piques indiquent chaqu’un une fonctionorganique ou inorganique précise (Fig.15).

-

1.Broyage de kBr. 2.La presse de kBr. 3.Pastille

4.Depot d’Eh sur pastille. 5.Spectre-ifra-rouge.

Figure 15 : Les étapes de mesure au spectre Infrarouge des margines.

11 .2. 1.6. Détermination de la DCO selon la méthode de kit Hach LCK 114/314

La DCO est la mesure de la quantité d’oxygeéne nécessaire pour la dégradation chimique de
toute la matiére organique biodégradable ou non, contenue dans les margines a I’aide de dichromate
de potassium (K2Cr207) a 150 C°. Le chlorure est masqué par sulfate de mercure. La coloration
verte de Cr3* est évalué. Elle est exprimée en mg d’O2/I (Rodier et al., 2009 ; Metahri, 2012).
Mode opératoire

Cette méthode est basée sur une oxydation a ébullition (150°C pendant 2 heures) des matieres

réductrices par un exces de dichromate de potassium en milieu acide (H2S0Oa), et en présence du
sulfate d’argent comme catalyseur et du sulfate de mercure comme complexant des chlorures. En
fin de la réaction, la DCO est évaluée par prise d’un échantillon convenablement dilué avant
I’oxydation. La densité optique de 1I’échantillon est obtenue par spectrophotométrie & une longueur
d’onde de 585 nm. Les valeurs de la DCO sont mesurées a 1’aide d’un spectrophotométre (Fig. 16)

(Rodier et al., 2009).
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2 ml d’échantillon

] Agitation,refroidissement w Ebullition a
: 4 148°C Pdt 2h

Tube a
fond plat
de DCO

~lecture surle spectrophotométre a A= 600 nm.
=La teneuren DCO est déduite du graphe
d’étalonnage .

Figure 16: Différentes étapes de la mesure de la DCO des margines.
I1.2. 1.6. Détermination de la DBOs

La DBOs est la quantité d’oxygene consommée par les microorganismes a 20 C°, dans
I’obscurité et pendant cinq jours d’incubation c’est le temps qui assure 1’oxydation par voie
biochimique d’une fraction de matiére organique carbonée contenue dans [’échantillon. La
consommation d’oxygene est proportionnelle a la quantité de matiére organique biologiquement
oxydable contenue dans 1’échantillon, et donc & son niveau de pollution (Rodier et al., 2009;
Metahri, 2012). La mesure de la DBOs de nos échantillons a été faite par une méthode
respirométrique a 1’aide d’'un DBO-metre. Les résultats sont exprimés en mg d’O2/l (Rodier et al.,
2009).

Mode opératoire

La mesure de la DBOs est faite par une méthode respirométrique, en utilisant un DBO-métre.
On préléve un volume de 2,5 ml de margine et on le dilue 100 fois avec de I’eau distillée au début,
on corrige le pH de chaque échantillon dans un intervalle de 6,5 et 7,5 par I’ajout de Na OH. On
introduit chaque échantillon dans une bouteille de DBO5 metre. Et on régle la charge des bouchons
a 250mg d O2/I correspondante au volume introduit (250 ml). La dépression due a la consommation.
d’oxygéene et I’adsorption du gaz carbonique par la potasse est mesurée a I’aide du manometre a

mercure (Fig. 17). Les valeurs de la DBOs sont exprimées comme suit (Rodier et al., 2009):

DBOS5 (mg d’o2/l)= Valeurs lues x facteur dilution. J
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N 4\

Volume d’échantillon © 3 =Barreau magnétique.
a analyse ! E =Pastilles de soude

Flacon de * lecteur apreés incubation au DBO-métre a
DBOs 20°C pdt 5 jours par Respirométrie

Figure 17 : Différentes étapes de la mesure de la DBOs des margines.
I1.2.1.7. L’indice de la biodégradabilité (Ib)

Il est exprimé par le rapport DCO/DBOs & une importance pour la définition de la chaine
d’épuration d’un effluent. Les résultats de ce rapport constituent une indication de I’importance des
matieres polluantes peu ou pas biodégradables. Le rapport DCO/DBOS5 permet de déterminer Ib,
indicateur de I’importance des matiéres polluantes peu ou pas biodégradables (Rodier 1996). Si :
Ib> 6 Substrat difficilement biodégradable
3 <Ib> 6 Substrat partiellement (ou moins facilement) biodégradable

Ib< 3 Substrat tres facilement biodégradable

I1.2. 1.8. Matiére Oxydable (MOX)

La matiére oxydable constitue I'essentiel de la partie biodégradable de la pollution organique
rejetée. Ce concept, purement administratif, est exprimé par (Rodier 1996) :
MOx = 2/3 DBO5 + 1/3 DCO

I1.2. 2. Etude microbiologiques des margines

Les analyses microbiologiques ont été portées sur la recherche et le denombrement des germes
susceptibles d’évoluer dans les échantillons des margines, principalement les indicateurs de
pollution qui regroupent les bactéries hétérotrophes aérobies mésophiles tels que : Coliformes
Totaux (CT) et Coliformes Fécaux (CF), Flore Mésophile Aérobie Totale (FMAT) des

Streptocoques Fécaux (SF), Les salmonelles et des Staphylocogques. Nous exigeons aussi la
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recherche les bactéries lactiques ainsi que des levures et des moisissures (Tab. 06). Nous avons

également isolé quelques souches de moisissures et étudier leur activités lipolytique (Tab.09).
11.2.2.1.Préparation des dilutions décimales
Principe

Apres homogeénéisation des échantillons des margines, une série de dilutions en cascade dans
1’eau physiologique (NaCl & 0.9%) stérile est réalisée depuis la dilution 10 jusqu’a la dilution107,
les dilutions sont toujours effectuées dans des conditions aseptiques. Les pipettes conseillées sont a
écoulement totale. Les tubes de diluant peuvent étre préparés et autoclavés a I’avance. La
préparation des dilutions décimales est si nécessaire en vue de réduire le nombre des
microorganismes par unité de volume pour permettre, aprés incubation d’observer leur éventuel
développement (cas de tubes) ou effectuer le déenombrement des colonies (cas de boites) (Guiraud
et Rosec, 2004).

Mode opératoire

On utilise les dilutions pour faciliter le dénombrement des germes. Au début, on fait une
préparation des tubes d’essai de 16/160 m, dans chacun de ces tubes, on préléve aseptiquement 9
ml d’eau physiologique stérilisée dans 1’autoclave pendant 20 minutes & 120°C, ceci permet
d’obtenir une précision maximale. Aprés agitation manuelle de récipient contenant les margines a
diluer et & 1'aide d’une micropipette, on préleve 1 ml de ce liquide que I’on introduit dans le tube
qui contient 9 ml de diluant stérile, le tube est agité au moyen d’un Vortex. On obtient donc la
dilution 10°1 (1/10) a partir de cette derniére, on met 1 ml dans un autre tube d’eau physiologique
donnant ainsi une dilution de 10 "2 (1/100).0n poursuit cette méthode jusqu’a 1’obtention de la
dilution 10 en changeant a chaque fois d’embouts pour ne pas perturber les concentrations(Fig.18)
(Guiraud et Rosec, 2004).
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Figure 18: Préparation des dilutions décimales des margines
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Tableau 05: Milieux nutritifs et conditions de culture des différents groupes microbiens recherchés

Les bactéries Milieu utilisé Type Incubation
recherchées d’ensemencement | Dyrée T
La flore totale PCA (Plate En masse 48a 72 30°C
aérobie Count Agar) heures
Mésophile
(FMAT)
Coliformes Désoxycholate En masse 24 heures 37°C
totaux
Coliforme Désoxycholate En masse 24 heures 44°C
fécaux
Streptocoque Litsky En liquide 24 heures | 37°C
fécaux
Entérobactéries Surface
pathogénes Hektoen (Striés séries) 24heures 37°C
(Salmonelles)
Bactéries
halotolérantes Surface
(Staphylococcus Chapman (Etalement) 24heures | 37°C
sp)
Bactéries MRS En masse 24 heures 30°C
lactiques
Les moisissures PDA Surface 5 jours 25 °C
les levures Sabouraud Surface 3 jours 25°C

11.2.2.2. Recherche et dénombrement des souches
11.2.2.2.1. La flore totale aérobie mésophile (FMAT)
Principe

Appelée aussi "Flore totale™ ou nombre trés approximatif des germes qui se trouvent dans
déeférents produits. Elle renferme les microorganismes pathogenes et saprophytes, originelle ou
apportée lors des manipulations, le nombre de germes totaux peut donner une indication de 1’état de
la fraicheur ou de décomposition (altération) des denrées (Bourgoie, 1996 ; Guiraud, 1998 ;
Guiraud, 2003 ; Guiraud et Rosec, 2004). Le comptage des colonies est réalisé a 30° C par la
technique d'ensemencement en profondeur sur milieu TGEA incubé 48h a 72h il est exprimé en
UFC, selon les normes d’1SO 4833-1-2013.
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Mode opératoire

A I’aide d’une micropipette on introduit aseptiquement 1ml & partir de la dilution 10 jusqu'a
10 des margines dans des boites de Pétri vides préparée a cet usage et numérotées. Dans lesquelles
on verse la gélose TGEA fondue et refroidi a 45 °C + 1.Pour permettre a I’inoculum de se mélanger
a la gélose utilisee on effectue des mouvements soigneusement circulaires et de va-et-vient en
forme de 8 et on laisse les boites solidifier sur la paillasse qui seront incubées couvercle en bas pour
éviter le phénomeéne de condensation a 30 °C pendant 72 h (Fig.19) (Guiraud, 1998).

JEb e wi (W e
Y AL Wi . i 1‘5‘_'?11-“.;
Wi - ;Eﬁ% Wl s vl Bl
p“‘, B Pl
' }\;’
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Figurel9: Les étapes de la recherche et du dénombrement de la FMAT sur milieu TGEA.

Lecture

> Premiére lecture a 24 h.
» Deuxiéme lecture a 48 h.
» Troisieme lecture a 72 h

Les colonies des FMAT se présentent sous forme lenticulaire en masse (Guiraud, 1998).

Expression des résultats

L’exploitation des résultats se fait on prend en compte les boites contenant entre 30 et 300
colonies et on calcule le nombre de microorganismes rapporté au millilitre de margine a I’aide de
la formule suivante : .

UFC/ml = vd
- C: Nombre de colonies comptées par boite.
-V : Volume de I’inoculum.

- d : Facteur de dilution a partir duquel les premiers comptages ont été obtenus (Guiraud, 2003).
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Cette loi est appliquée aussi pour le dénombrement des coliformes totaux et fécaux, les

bactéries lactiques, les staphylocoques, les salmonelles, les levures et les moisissures.
11.2.2.2.2. Les coliformes fécaux et totaux

11.2.2.2.2. 1. Les coliformes totaux

Principe

Les coliformes totaux se trouvent dans 1’intestin des étres humains et animaux a sang chaud
(Bugnicourt, 1995). Ils peuvent causer des intoxications alimentaires, ce sont des marqueurs de
qualité hygiéniques (Guiraud, 2003). Les coliformes totaux sont des bacilles & Gram négatifs,
aerobies ou anaérobies facultatifs, non sporulés, ne possédent pas d’oxydase, capables de se
multiplier en présence de sels biliaires et capables de fermenter le lactose avec production d’acide et

de gaz en 24 a 48 h a une température comprise entre 36 et 37 °C (Bourgoie, 1996).
11.2.2.2. 2.2.Les coliformes fécaux
Principe

Les coliformes fécaux ont les mémes caracteres des coliformes totaux, mais ils sont capables de

fermenter le lactose avec production d’acide et de gaz en 24 h a une température de I’ordre de 44 °C

(Bourgoie, 1996).
Mode opératoire

La colimiterie ou le dénombrement des coliformes, peut étre réalisé soit en milieu liquide

soit en milieu solide (Jean-Louis 2007).

Le dénombrement des coliformes est effectué sur milieu Désoxycholate—citrate-lactose
(DCL), & I’aide d’une micropipette on introduit (1ml) de la dilution 10}jusqu’a 10*des margines
dans des boites de pétri vide préparées a cet usage et numérotées. On versel5 ml la gélose DCL
maintenue en surfusion refroidi a 45 C. Puis on effectue des mouvements circulaires et de va-et-
vient en forme de (8) pour bien mélanger la gélose a I’inoculum et laisser solidifier sur la paillasse

(Fig.20). Cette opération doit étre effectuée en double pour chaque dilution car :

» La premiere série de boites sera réservée a la recherche des coliformes totaux incubés a 37°C.
» La deuxiéme série de boites sera réservée a la recherche des coliformes fécaux incubés a 44 °C
(NM 08.0.124).
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1.Prélevementd’Echantillons 2. Dépdtd’Echantillons 3. Solidification

Figure 20 : Etapes de la recherche et de denombrement des coliformes totaux et fécaux sur milieu
DCL.

Lecture

Les colonies des coliformes totaux et fécaux apparaissent en masse sous forme de petites
colonies rondes a contour régulier d’une couleur rouge foncé avec un diametre supérieur a 0,5 mm
(NM 08.0.124).
11.2.2.2. 3. Les Streptocoques

Principe

Les streptocoques fécaux sont des cocci Gram positifs, formant des chainettes en milieu de
culture liquide, catalase négative, capables d'hydrolyser I'esculine et de se cultiver a 44°C. Ce sont
des hotes normaux de Dl’intestin de ’homme et des animaux a sang chaud. Leur recherche est
associée a celle des coliformes fécaux, elle constitue un bon indice d’une contamination d’origine
fécale ancienne (ISO 29/07/2015).

Mode opératoire

La recherche des streptocoques fécaux se fait sur milieu liquide en deux tests consécutivement
a savoir :

% Le test présomptif : A I’aide d’une micropipette 1ml de chaque dilutions décimales est
introduit dans les tubes contenants le milieu Rothe S/C (deux tubes par dilution pour chaque
région)en commencant par la dilution 10-jusqu’a 10, I’inoculum est bien mélangé dans le
milieu puis incubés a 37°C, pendant 24h (Fig.22) (Jean-Louis, 2007).
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% Le test confirmatif : 1ml de chaque tube de Rothe positif est prélevé a 1’aide d’une
micropipette est introduit dans les tubes contenant 10ml de milieu Eva Lytski.
Et incubés a 37°C, pendant 24haprés une bonne homogénéisation (Fig.21) (Jean-Louis,
2007).
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Figure 22 : Les étapes de la recherche des streptocoques fécaux dans le milieu Litsky.

Lecture

Sont considérés comme positifs les tubes d’Eva présentant a la fois : un trouble microbien et
une pastille blanchatre ou violette au fond du tube. Le dénombrement s’effectue selon les
prescriptions de la table de MAC GRADY en tenant compte des tubes Litsky positifs (Jean-Louis,
2007).

11.2.2.2.4.Staphylocoques

Principe

Les Staphylococcus aureus appartiennent a la famille de Micrococcaceae. Ce sont des
Cocci a Gram positif, non sporulés, aéro—anaérobies facultatifs, immobiles, halophiles, se divisent
en plusieurs plans en formant des amas irréguliers, coagulase, protéase et catalase positive. Elles
sont des bactéries ubiquitaire, essentiellement saprophytes de I’homme et I’animale. Certaines
especes sont pathogénes : Staphylococcus aureus est la plus virulente (Bourgeois, 1996). Les

staphylocoques sont dénombrés sur le milieu Baird Parker ou Chapman apreés incubation a 37°C
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pendant 24h, leur dénombrement est obligatoire pour s’assurer de 1’innocuité de nos échantillons
(Labres, 2002).
Mode opératoire
> Etape d’enrichissement : Consiste a prélevée 1 ml de chaque solution mere des margines
dans des tubes de 10 ml de bouillon Giolitti Cantoni, aprés homogénéisation les tubes sont
incubée a 37°C pendant 24h.
> Etape d’isolement : A I’aide d’une micropipette, une boite de Pétri contenant le milieu
Chapman est ensemencée par (0,1ml) de bouillon Giolitti Cantoni positif des margines, par
I’intermédiaire d’un rateau la goutte est étalée sur toute la surface des boites, La croissance
des staphylocoques sur ce milieu Chapman solide se fait a 35°C ou 37°C pendant 48heures

(Fig.22) (Labres, 2002). Nous avons ensemence deux boites pour seulement les solutions

meres.
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Figure 22 : Etapes de la recherche des staphylocoques sur milieu Chapman.

Incubation.
La croissance des staphylocoques sur milieu solide Chapman se fait a 35°C ou 37°C pendant
48heures. (1SO 6888, 2009).

Lecture

Apreés incubation, Staphylococcus aureus se manifeste sur le milieu Chapman sous forme des
colonies de 1 a 2 mm de diametre, bombées, luisantes constituées de cocci a Gram (+) en amas. Sur
ce milieu, Staphylocoques provoque une acidification du mannitol produisant parfois un pigment
jaune (virage au jaune) (Avril, 1992). Les résultats positifs obtenus sur milieu Chapman, aprés

incubation, pourrait étre confirmé par un test a la catalase qui doit étre positif (Rodier, 1996).
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11.2.2.2.5.Les Salmonelles

Principe

Les Salmonelles appartiennent a la famille des Enterobactriaceae et sont bacilles a Gram
négatif, anaérobies facultatifs, habituellement mobiles grace a une ciliature péritriche, sauf
Salmonella gallanirum toujours immobiles. Elles possédent une catalase, réduisent les nitrates en
nitrites, fermentent le glucose avec production d’acide et de gaz. Leur recherche est effectué sur
milieu S-S ou Hektoen (Bourgeois, 1996).

Mode opératoire

La recherche de Salmonelles nécessite une prise d’essai a part en 3 étapes, Seulement les

solutions meres sont utilisées pour les trois régions :

> Etape de pré-enrichissement : 1ml de la solution mere est ensemencé dans des tubes
contenant 10 ml de 1’eau peptone exempte d’indole. Aprés homogénéisation, les tubes sont
incubés a I’étuve a 37 °C pendant 24h (Guiraud, 1998).

> Etape d’enrichissement : 1ml de chaque tube pré-enrichi sert a ensemencer 9ml du milieu
d’enrichissement SFB (bouillon Sélénite - Cystéine). Les tubes sont homogénéises puis
incubées a 37 °C pendant 24h (Guiraud, 1998).

> Etape d’isolement : Les tubes positifs qui ont des troubles servent a I’isolement par la
technique de stries d’épuisement aprés I’introduction d’une goutte (0,1ml) de culture
d’enrichissement sur les boites contenues le milieu Hektoen, par la suite ces derniers sont
incubées a 37°C pendant 20 a 24h (Fig. 23) (Delarras, 2014).
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Figure 23: Différentes étapes de la recherche des Salmonelles sur milieu Hektoen.
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Lecture : Les Salmonelles se présentent sous forme des colonies bleues vertes au centre noires sur
gélose Hektoen (Guiraud, 1998).

11.2.2.2. 6.Les bactéries lactiques mésophiles
Principe

Les bactéries lactiques mésophiles sont des bacilles et des coques, qui peuvent former des
chaines de différentes longueurs, mais qui ne forment jamais de spores, elles sont des anaérobies
facultatifs généralement immobiles, acido-tolérantes ni catalase, ni nitrate réductase, ni cytochrome
oxydas (a I’exeption de quelques souches sous certaines conditions) (Zhang et Cai, 2014). Elles
sont protéolytiques La plupart d'entre elles sont tuées lorsqu'on les chauffe a 70°C. Elles préfeérent le
lactose comme source de carbone et fermentent le lactose en acide lactique. La fermentation peut
étre pure ou impure ces bactéries ont besoin de composes organiques de I'azote pour leur croissance
(Guiraud, 2003).

Mode opératoire

L’isolement des bactéries lactiques et effectués sur milieu de MRS. Il consiste a introduire a
I’aide d’une micropipette (1ml) de la dilution 10 jusqu’a 10“des margines dans des boites de Pétri
vides préparées a cet usage et numeérotées. Par la suite 15 ml la gélose MRS maintenue en surfusion
refroidi a 45 C est versée sur les boites. Pour bien mélanger la gélose a I’inoculum on effectue des
mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de (8) et laissés solidifier sur la paillasse. Une
fois la solidification est terminer on verse une deuxiéme couche de milieu MRS sur les boites qui
sont déposées dans une jarre pour assurer les conditions d’anaérobiose. L’incubation des boites est
effectuée a 30°C pendant 48h (Fig.24) (NM 1SO 15214-2007).
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Figure 24 : Différentes etapes de recherche et de dénombrement des bactéries lactiques sur milieu
MRS.
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Lecture
Seules les colonies rondes ou lenticulaires sont dénombrées (NM 1SO 15214-2007).

11.2.2.2. 7. Les Levures et moisissures
Principe

Ces microorganismes sont souvent isolés et denombrés sur des milieux acidifiés. Le pH bas de
ces milieux n’inhibe pas toutes les bactéries mais il peut méme inhiber certaines levures et
moisissures, certains milieux contiennent des antibiotiques ou autres agents antibactériens (Jean-
Louis, 2007). Les moisissures sont des champignons microscopiques filamenteux, de taille dix fois
plus que les levures, il existe plusieurs genres de moisissures notamment les genres Aspergillus,
Penicillium et Fusarium (Meyer et al., 2004).

Mode opératoire

Le dénombrement des champignons filamenteux mésophiles est effectué sur un milieu Gélose
dextrose a la pomme de terre (PDA) (préparation vers ’annexe 02), auquel a été ajouté Augmentin
(0,5 g/litre). Ainsi que I’évaluation de I’abondance des levures se fait sur milieu Sabouraud auquel
est ajouté le méme antibiotique afin d’inhiber toute croissance bactérienne Apres régenération de
milieu ramené a 50° C en raison de 100ml Le coulage doit étre vite pour éviter toute contamination
(Fig. 25). A partir des dilutions décimales retenues (10-!, 102 et 1073, 10%),a I’aide d’une
micropipette on transfére aseptiquement 0,1 ml de chaque dilution aux boites de Pétri contenant le
milieu PDA préalablement fondu et solidifie puis on étale la goutte uniformément sur toute la
surface du milieu a I’aide d’un rateau stérile par un mouvement de balayage et de rotation sur
I’ensemble de la surface de la gélose. Enfin sur les boites ensemencées on indique le numéro de
I’échantillon, la dilution ainsi que la date d’ensemencement et sont incubés a 25°C pendant 4 & 5

jours pour les moisissures et pendant 48 a 72 heures pour les levures (Botton et al., 1990).

<5 ;,‘::,,‘ - - e » / P 3 4=
o v ;‘:&'_7. > N . k 'y L] g | 4 - i «
‘\na:‘_—;zg k \ re § '- _:‘ ;_‘; .t 4
~ 1 b TR SENE ’ - e S &
" ) 2 < .‘*l 4
) T . \mb v - -
P BN o
o A > \
1.coulage de milieu 2.Prelevement d’Ech.  3.Depot d’Ech. 4.Ensemencement.

Figure 25 : Différentes étapes de la recherche et de dénombrement des levures et moisissures sur
milieu PDA.
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Lecture

«»+ Les colonies des levures : sont brillantes, rondes et bondées, de couleurs différentes, de formes
convexes ou plates et souvent opaques.

% Les colonies de moisissures : sont épaisses, filamenteuses, pigmentées ou non, a aspect

velouté et sont plus grandes (Guiraud et Gazli, 1980).

Le dénombrement consiste a compter toutes les colonies ayant poussé sur les boites en tenant
compte seulement les boites contenant entre 15 et 150 colonies.
11.2.2.2. 7.1.Repiquage
Principe

Cette opération a pour but de faciliter l'identification des champignons aprés un bon
développement des colonies. Pour avoir une colonie pure, on effectue plusieurs repiquages dans des
boites de Pétri contenant un milieu de culture (PDA). Quelques soient les précautions prises on
n’obtient une culture pure qu’apres plusieurs repiquages (Rapilly, 1968).
Mode opératoire

Il se fait en prélevant un fragment de colonie ou d’un hyphe terminal d’une moisissure a
I’aide d’une anse de platine stérilisée tout en évitant son contact avec les autres colonies
avoisinantes de la méme boite, ce fragment est déposé au centre d’une nouvelle boite contient un
milieu de culture neuf sur laquelle on indique la date de repiquage et les coordonnées de la boite de
prélevement. Le repiquage se fait aseptiqguement prés de bec Bunsen (Fig.26) (Bourgeois et
Leveau, 1980). Les boites sont incubées a 25 °C jusqu’a un développement suffisant de la souche
pour qu’elle soit prélevée et faire 1’objet de plusieurs repiquages permettant I’obtention d’une

culture pure représentant une seule souche (Rapilly, 1968).
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1. Coulage de milieu. 2. Prélevement de fragment. 3. Dépot de fragment.

Figure 26 : Différentes étapes de purification des moisissures isolées dans les margines sur milieu
PDA.
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11.2.2.2. 7.2.Conservation sur gélose inclinée
Principe

C’est une méthode utilisée dans les laboratoires pour conserver les cultures des différentes
souches des moisissures, elle consiste a repiquer ces derniéres dans des tubes a essai inclinés
contenant le milieu PDA, dont ils sont stockées aprés incubation a 4° C pour favoriser leur viabilité

et limiter les possibilités de variations (Botton et al., 1990 ) .
Mode opératoire

A T’aide d’une anse de platine bien stérile on préleve a partir d'une boite de Pétri contenant des
colonies pures destinéesala conservation un fragment mycélien. Les colonies pures prélevées sont
repiquées par des stries d’épuisement paralléles dans des tubes contenant le milieu PDA incliné
d’une maniére & avoir des colonies abondantes (Fig.27). Aprés 7 jours d’incubation a 28°C, les
tubes de collection sont conservées a 4°C en évitant le plus possible tout risque de contamination
(Botton et al., 1990).
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Figure 28: Les étapes de conservation des souches de moisissures isolées des margines sur milieu
PDA.

11.2.2.2. 7.3. Identification des champignons filamenteux mésophiles
Principe

L’identification des moisissures mésophiles dépend d’une part, de 1’examen macroscopique
effectué sur un milieu PDA coulé en boites de Pétri dont 1’aspect extérieur de la culture reste un
indice trés important pour prévoir le genre (Bourgeois et Leveau, 1980). Et de I’examen
microscopique effectué sur une préparation a 1’état frais, apres coloration au bleu de méthyléne. I

est a signaler que malgré la réunion de ces deux tests dans la présente étude, seul le genre a été
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identifié, vu la complexité d’identifier I’espéce (Barnett et al., 1972). L’identification est selon la
méthode de la localisation externe (x100) avec I’utilisation de 1’huile d’immersion pour bien
visualiser le thalle. Il convient ensuite de se référer aux principaux ouvrages de systématique
mycologique concernant les moisissures (les plus courantes et d’autres plus récentes). Les clés
d’identification retenues sont celles de Barnett et al., (1972) ; Bourgeois et Leveau, (1980) ;
Chabasse, (2002) et Botton et al., (1990).
e L’observation macroscopique
L'identification se fait a I'ceil nue et elle se base essentiellement sur les caractéres suivant :

- La vitesse de croissance (rapide, moyenne et lente)
- La texture des colonies.
- La couleur des colonies.
- La couleur du revers de la culture.
L’observation microscopique

Les observations sont effectuées au grossissement 100 a I’aide d'un microscope optique I'étude
microscopique du mycélium est basée sur :
- L'absence ou présence de cloisons.
- Couleur des filaments mycéliens.
- Mode de ramification des cloisons.
- Différenciation des thallospores.

- Le mode de reproduction.

11.2.2.2. 7.4.1dentification des genres par la technique de Ruban adhésif

Principe

L’observation microscopique des moisissures nécessite une bonne visualisationa l'aide d'un
colorant, le plus probable est le bleu de méthylene qui est utilisé comme liquide de montage
éclaircissant en raison des avantages qu’il assure a 1’opérateur; contrairement a 1’eau physiologique
et a I’alcool, le bleu de méthylene donne des résultats satisfaisants car il n’apporte aucune
modification de forme ni de dimensions au champignon ainsi qu’il augmente le contraste et
permette d’apparenter mieux le thalle mycélien (Chabasse, 2002).

Mode opératoire

Juste aprés 1’observation macroscopique et afin de prélever des spores et des filaments

mycéliens de la souche fongique a identifier, un morceau de papier adhésif (scotch) est mis sur la

culture puis déposé sur une lame contenant une goutte de bleu méthyléne. L’observation
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microscopique permet la visualisation de la forme du mycélium et les spores caractéristique des
champignons (Fig.28) (Botton et al., 1990 ; Chabasse, 2002).

1. Mettre quelque goutte 2. Dépot de scotch sur 3. Dépot de scotch sur 4. Lame préte a
de bleu de méthylene. la boite. la lame. I’observation.

Figure 28 : Différentes étapes d’identification des moisissures mesophiles isolées des margines

par la méthode de Ruben adhésif.

11.2.2.2. 7.5.La mise en évidence de I’activité lipolytique de certaines souches
Principe

Le catabolisme des Substrats Hydrophobes (SH), tels que les alcanes, les acides gras et les
triglycérides, est un metabolisme assez complexe, qui implique plusieurs voies métaboliques et qui
ait lieu dans différents compartiments cellulaires (Fickers et al., 2005). Les moisissures sont
connues par la synthése des lipases extracellulaires et ainsi d'étre capables de métaboliser les lipides

présents dans I’environnement (Downes et Ito, 2001).

Mode opératoire

La production des lipases a été déterminée sur un milieu de culture contenant du Tween 20
(polyoxy-éthylene-sorbitan-monolaurate) comme un substrat lipidiqgue (Annexe 02) (Abe et al.,
2015). Le Tween 20 a été autoclavé séparément et ajouté au milieu stérile avant de le couler dans
les boites. A I’aide d’un embout stérile on prend un disque de souche. Aprés 2 a 5 jours
d’incubation a 28 °C (Fig. 29) (Hankin et Anagnostakis, 1975).

La mesure des diamétres des zones de lipolyses est fait selon la formule suivant
D-d dont D est le diamétre du halo total hydrolysé y compris le diamétre du disque et le d c’est le
diametre du disque (Griebeler et al., 2009 ; Hasan et al., 2009). Les souches exhibant les
diametres les plus élevés (D-d) sont sélectionnées en tant que potentiellement productrices de

lipases (fausses lipases).
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Figure 29: Différentes étapes de test d’activité lipolytique des moisissures isolés des margines sur
milieu Tween 20.
Lecture
Appariation des zones hydrolyses sous forme de précipitation (Griebeler et al., 2009).
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I11.1. Résultats et discussion
111.1.1. Les caractéristiques physico-chimiques

Les margines de cette étude sont constitués des eaux utilisées au cours du processus de trituration
et les eaux de végétation d'olives. Elles ont une couleur brune-noire et une odeur de I’huile d’olive.
Les résultats des caractéristiques physico-chimiques des margines collectées dans les différentes
régions étudiées sont donneés dans le tableau suivant (Tab.06).

Tableau 06 : Résultat de la composition physico-chimique des margines des trois régions.

Parametres Unités Bejaia | Boumerdes Tizi
pH - 4,52 4,43 4,61
Conductivité um.cm? 19 21 18
Salinité m. cm* 13 15 14
MES g1t 23,41 25,85 27
MMS 0.1t 12,27 10,57 13,42
MMV 9.7 11,14 15,28 13,58
DCO 0.1t 2,86 1,45 3,37
DBOs g1t 3,82.102 | 4,3.107 6,58. 102
Ib - 74,86 33,72 51,21
MOXx g.It 9,74.10% | 12,5.10% 5,11.10%

1.1.1.1. Le pH
Les valeurs de pH sont mesurées a 1’aide d’un pH-métre a affichage numérique. Les résultats de

nos échantillons sont présentés sous forme de I'histogramme suivant :

pH

465
45 -
455
& pH
445 -
44
4,35
43 =
Béjaia Boumerdes

Tizi-Ouazou

Figure 30 : Résultats de pH des margines de 3 régions.
L'analyse des caractéristiques physico-chimiques des margines dans les différentes régions

étudiées a montré que dans la plupart du temps, et selon la littérature, I’acidité des margines est une
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Caractéristigue commune de cet effluent liquide (Eroglu et al., 2008 ; Achak et al., 2009 ; Blika et
al., 2009 ; Martinez-Garcia et al., 2009 ; Garcia Castello et al., 2010 ; Goncalve et al., 2010 ;
Lakhtar et al., 2010 ; Mechriet al., 2011 ; Di Bene et al., 2012 ; Mahmoud et al., 2012 ; Lykas et
al., 2014).

Ceci est confirmé par les résultats obtenu au cours de notre étude (Tab 06) présentés comme suit
(Bejaia : 4,52 ; Boumerdes : 4,43 et Tizi-Ouzou : 4,61). La valeur enregistrée dans notre étude se

trouve dans la limite inférieure de la fourchette citée dans la littérature (4,5 a 6).

La variation dépend des facteurs mentionnés ci-dessus ainsi que de la présence des acides
organiques (acides phénoliques, acides gras, ...) ce qui entrave 1’épuration biologique de ces rejets
liquides (Capasso et al., 1992 ; Aggelis et al., 2003 ; Fakharedine et al., 2006 ; Achak et al., 2009
; Leulmi, 2011 ; Chaari et al., 2015). Cependant I’acidité des margines augmente avec la durée de
leur stockage dans les bassins de stockages. Ceci peut étre expliqué par des réactions d’auto-
oxydation et de polymérisation qui transforment les alcools phénoliques en acides phénoliques
(Hamdi, 1991). Ces réactions se manifestent par un changement de la coloration initiale des margines
vers une couleur noir trés sombre (Assas et al., 2002). En effet, nos margines de Bejaia sont
caractérisées par une coloration trés foncée noir par rapport aux margines de Boumerdes et de Tizi-
Ouazou qui se caractérisent par une coloration marron.
111.1.1.2. La conductivité électrique et la salinité

Les valeurs de conductivité électrique mesuré a partir des margines issus de trois régions sont

consignées dans I’histogramme suivant :

CE (ms.cm?)
25 4

20

m Conductivité

m Salinité

Béjaia Boumerdes Tizi-Ouazou

Figure 31 : Les valeurs de conductivité et de salinité des 3 régions exprimées en ms.cm™.

61



Chapitre I1I Résultatsetdiscussion

Dans le cas des margines, les valeurs de la conductivité varient entre 18 et 50 ms.cm*(Di
Serio, 2008). Les résultats obtenusau cours de notre étude (Tab.06) sont comparable a ceux trouveés
dans la littérature dont nous avons trouvés respectivement pour les stations Bejaia et Boumerdes 19
ms.cm™ et 21 ms.cm™, et une valeur de 18 ms.cm™pour la station de Tizi-Ouzou dépassant de loin
la limite admissible de rejet (7,00 ms/cm) décrite par M’sadek et al., (2015). Et supérieure a celle
trouvé par Achak et al (2009) (9,6 ms.cm™), Esmail et al., (2014) et Bouajila et al., (2015) (18, 70
ms.cmY) ainsi que Zaier et al., (2017) (12.4ms.cm™Y). Il faut également signaler que les valeurs de
la conductivité enregistrées dans cette étude sont largement supérieures a la valeur de conductivité
d’un échantillon de margines provenant d’une huilerie de la région de Tizi-Ouzou, qui est de 5,4
ms/cm (Yahiaoui, 2012). En revanche, ces valeurs restent tres faibles par rapport a celles
enregistrées par Aissam (2003), ou la conductivité atteint jusqu’a 36 ms/cm.
Salinité (S) : Un taux élevé de salinité qui est de I’ordre de 13g/1, 15g/1 et 14 g/l pour les trois stations
Bejaia, Boumerdés et Tizi-Ouzou (Tab.06). Ces résultats sont nettement supérieures a celle trouvés
par M'Sadak et al (2015) (8,74 g/l).

Elle est étroitement liée a la concentration des substances dissoutes et a leur nature (Di Serio,
2008). Cette mesure ne donne pas forcément une idée immédiate sur la charge minérale du milieu
(Paredes, 2005). Elle donne une idée générale sur la teneur élevée en sel présents dans ces effluents,
ceci est di aux pratiques de salage pour la conservation des olives avant la trituration, en plus de la
richesse naturelle des margines en sels minéraux dissous. Cette variation est probablement due au
degré de maturation ou bien a la variété d’olives de chaque région (Benyahia et Zein, 2003 ; Hanafi
et al., 2009). Mais cette salinité peut étre réduite lors du compostage par lessivage suite aux arrosages
fréquents pratiqués en vue de se rapprocher autant que possible de I’humidité optimale recherchée
(50 a 60%) (M'sadak et al., 2015).
111.1.1.3. La matiére en suspension (MES), La matiére minérale (MMS) et la matiere
volatile (MVS)

Les valeurs des teneurs en MES, MMS et MVS de trois échantillons de margines étudiées

sont collectées sous forme d’histogramme suivant :
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Figure 32: Les valeurs de MES, MMS et MVS des margines de 3 régions exprimées en g.I"%.
111.1.1.3.1. La matiere en suspension (MES)

D’aprés les résultats obtenus, les valeurs de MES (Tab. 1V. Annexe 03) sont, respectivement
(23,419/1) pour la station de Bejaia, (25,85¢/l), pour Boumerdes et (27) g/l pour Tizi-Ouzou (Tab.06).
Ces valeurs dépassent ceux obtenus par Al-Malah et al., (2000) ; Assas et al., (2002) ; Hanafi et
al.,(2009) (213mg/l ), Fatiha (2009) ; Esmail et al., (2014) (0,61 g/l) et Zaier et al., (2017).

Les margines étudiées sont chargées en matieres en suspensions, les valeurs obtenues ne sont
pas conformes aux normes (Tab.06) (1 a 9 g/L). lls sont expliqués par I’origine de
I’échantillonnage des margines, en effet, ces derniers sont prélevés depuis des bassins de stockage ce
qui provoque un abaissement de MES sous I’effet de la décantation, la valeur moyenne enregistrée
au cours de notre étude est élevée. Ceci est probablement di a I’effet du vent et/ou de 1’agitation
provoquée au moment du déchargement des margines (Aissam, 2003).
111.1.1.32. La matiére minérale en suspension (MMS)

Les teneurs moyennes des margines en matiere minérale en suspension sont de I’ordre de
12,27g.1%, 10,579.1" et 13,42 g.I" respectivement pour Bejaia, Boumerdes et Tizi-Ouzou (Tab .07).
Ces valeurs sont inférieures a celles trouvées par Aggoun, (2016) (15 g/l), et semblable a celle
trouvées par plusieurs auteurs variaient entre 0,8 et 3,4 g/100g avec une moyenne de 1,6 + 1,4g/100g
des margines brutes (Belaid et al., 2006 ; Fakharedine et al., 2006 ; El Hajjouji et al., 2007 ; Achak
et al., 2009 ; Mekki et al., 2009 ; Mahmoud et al., 2010 ; EIl Abbassi et al., 2012b ; Mahmoud et
al., 2012 ; Abichou et al., 2013), ce qui nous a permis de constater que les teneurs en MMS de nos

échantillons de margines sont conformes avec celles de la littérature (4-42 g/l) (COI, 2008).
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Il apparait clairement que les margines algériennes renferment des teneurs en matiére minérale
(Tab.06) variable et faible, ce taux reste considérable comparativement a ceux détectés pour des
margines de la Turquie (Azbar et al., 2008). Cependant, Hachicha et al., (2008) indiquent un taux
relativement élevé (21,42%) par rapport a nos margines et a ceux notées par la littérature (Aissam,
2003). Cette différence notée peut étre expliquée par le degré de maturation et la variété des olives.
Cette derniere est rarement mentionnée dans littérature. De plus, la méthode d’extraction de 1’huile
d’olive semble étre un facteur influengant la teneur en matiére minérale des margines (Aissam, 2003).

Des facteurs tels que le changement de la zone géographique, les méthodes de la récolte et la
saison contribuent a faire varier fortement la concentration des éléments minéraux des margines
(Spear, 1994 ; Le Houerou, 1980).
111.1.1.3. 3. La matiere volatile en suspension (MVS)

Les valeurs de la matiére volatile en suspension (Tab. 1V. Annexe 03) sont 11,14g.1%, 15,28g.I°
L et 13,85¢.1" 'respectivement pour les trois régions Bejaia, Boumerdes et Tizi-Ouzou (Tab .06). Ces
valeurs sont supérieures Iégerement a celle trouvées par Iboukhoulef, (2014) (9, 179 g/l) et nettement
inférieure a celle trouvé par Zaier et al., (2017) (79,4 g/l).

La variation des valeurs de MVS (Tab.06) est due probablement aux conditions climatiques et
géologiques particulierement, la température et la pluviométrie. Ainsi que le stade végétatif au
moment de la récolte, le stade de maturation de 1’olive et les procédées d’extraction d’huile (Topps,
1992 ; Kebbab, 2014).

I11.1.1.4. La spectroscopie infra-rouge MIR-FTIR

Les différents spectres d’infrarouge des 3 échantillons des margines étudiées sont représentées
dans les graphes suivants :
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Figure 33 : Le spectre infrarouge des trois échantillons des margines brutes.

D’aprés les spectres d’infra-rouge de chaque échantillon (Fig.33), nous observons que les
spectres sont caractérisés par des bandes d'absorption communes. Malgré la similitude du modéle
général, certaines différences dans les intensités relatives de I'absorbance spectrale ont été observées
entre les différents échantillons des margines. Ils sont étaient presque semblables pour les échantillons
de Bedjaia et Boumerdes par une inspection visuelle. Cependant le spectre de la région de Tizii-

ouazou montre une grande différence des fonctions par apport aux deux autres régions.
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» Spectre Bejaia et Boumerdes

La superposition des spectres infrarouges, notamment la partie empreinte (De 400 cm™ & 1300
cm™) est confuse pour le spectre de Bejaia et celui de Boumerdes, dénote une parenté des produits en
termes de composition chimique moyennant des différences de concentration des produits trop élevée.

On peut affirmer que les composés ont une formulation équivalente.

L’examen de spectre MIR fait apparaitre : clairement une bande large et intense qui caractérise
les composés phénoliques contenant dans les margines. La nature de ce produit, nous invite sans trop de

risque a prédire la présence de diméres acides organiques (Fig. 34).

o H o
(D )
4
Figure 34 : Formule chimique de d dimeres acides organiques

» Spectre de Tizi -Ouzou

L'analyse par spectroscopie Infrarouge de ce type de produit complexe de part sa constitution
repose en grande partie sur la littérature. En effet, dans des produits résidus dans la production de
I’huile d’olive, on marque la présence des vibrations d’élongation de liaisons hydroxyles des produits
hydroxylés (phénols) et pourrait étre également attribuée a la présence de I’eau résiduelle. Ainsi des
vibrations d'élongation des liaisons C-H (Zeng et al., 2012). Des groupe carboxyle qui confirme ainsi
la présence de fonctions COO™ (Huang et al., 2010). Ces vibrations d'élongation ont été également
attribuée par Piyathida et al., (2014) a la présence de protéines. On a marqué d’autre vibrations
d’¢élongation correspondent aux groupes latéraux C-OH et aux liaisons C-O-C (XU et al., 2012). On
a signalé la vibration de déformation des groupes phénoliques OH (Adapa et al., 2009) confirmant
de ce fait la présence de composés phénoliques au sein de cette fraction. Par ailleurs on marqué la
présence de liaisons C-C-O dans la structure qui selon Zeng et al., (2011) résulte des vibrations
d’élongation de la liaison C-O. La bande a 813 cm™ selon Mohana et al., (2014) est attribuée
également aux vibrations de déformation de liaisons —CH. On a signalé aussi des vibrations des

groupements CHa de la cellulose comme décrit par Mohana Srinivasan et al., (2014).
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111.1.1.5. Les DBOs et DCO

Les margines sont trés riches en matiéres organiques exprimés en terme de DBOs et DCO.
D’apres le tableau 06, lesvaleurs obtenues pour la station de Bejaia sont de 1’ordre de 2,86 g/ | (DCO)
et 3,82. 102 g/l (DBOs), pour la station Boumerdesnous avons trouvés 1,45 g/l (DCO) et 4,3. 102 g/l
(DBOs) et pour la station Tizi-Ouzou une valeur de I’ordre de 3,37g/1 (DCO) et 6,58. 1072 g/l (DBOs).
Les valeurs obtenues sont nettement inférieures a ceux obtenus par Fiestas Ros d’Ursinos (1992), Al
Mallah et al., (2000), Erguder et al., (2000), Tsioulpas et al., (2002), Yaakoubi et al., (2010),
Esmail et al., (2014) et Zaier et al., (2017)qui sont de I’ordre de 78 g/l pour la DCO et 25 g/l pour la
DBO:s.

DCO DBOS
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Figure 34 : A- Les valeurs de DCO des margines de 3 régions exprimées en g.I*
B- Les valeurs de DBOs des margines de 3 régions exprimées en mg.I™.

111.1.1.6. Les matieres Oxydables (MOX)

Les teneurs en matiére oxydable des trois régions sont de 1’ordre de 9,74.10-1 g/l, 5,11.10-1g/I
et 1,25 g/l respectivement pour Bejaia, Boumerdes et Tizi-Ouzou (Tab.06). Ces résultats sont

nettement inférieur a celle trouvé par M'Sadak et al., (2015) ( 43,2 g/l).

Les valeurs obtenues montrent que nos échantillons sont tres chargés en matiére organique mais
restent inférieures aux résultats cités par la littérature, cela est du a la dégradation des margines au
cours du temps dans les bassins de stockage, et avec le temps, la matiere organique se dégrade. Ceci

montre la forte demande en oxygéne pour I’oxydation compléte de la matiere
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organique contenue dans ces effluents qui reflete leurs pouvoirs polluant tres important plus

précisément, des pollutions d’origine organiques et 1’asphyxie du milieu récepteur en cas de rejet

direct (Esmail et al., 2014).
111.1.1.7. L’indice de biodégradabilité (I1b)

Ces effluents ont un pouvoir polluant trés important avec un ratio moyen Ib supérieur a 6
(Tab.06), révélant un substrat trés difficilement biodégradable (M’sadek et al., 2015). Les résultats
obtenus de notre étude sont respectivement de I’ordre de 74,86 (Bejaia), 33,72 (Boumerdes) et 51,21
(Tizi-Ouzou). Ces valeurs sont largement supérieurs a celle trouves par Zaier et al., (2017) (Ib =3) et
M'Sadak et al., (2015) (Ib < 3).

Ib
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Figure 36: Les valeurs d’Ib des margines de 3 régions exprimées en mg.1™.

L’indice de la biodégradabilité (Ib) exprimé par le rapport DCO/DBOs a une importance pour la
définition de la chaine d’épuration d’un effluent. Le rapport DCO/DBOs donne des indications
intéressantes sur la biodégradabilité d’un effluent (Demba et al., 2012). Les résultats de ce rapport
constituent une indication de I’importance des mati¢res polluantes peu ou pas biodégradables. La
valeur importante de ce rapport par rapport nous échantillons (> 6) indique qu’une grande partie de
la matiére organique n’est pas biodégradable. Ceci est dii a la présence de plusieurs substances
inhibitrices de la croissance microbienne, tels que les composés phénoliques. Impliquant que ces
rejets oléicoles sont tres difficilement biodégradables. Dans ce cas, il est préférable d’envisager un

traitement physico-chimique (Metahri, 2012).
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111.1.2. Parameétres microbiologique des margines

Jusqu’a présent, peu de travaux ont été réalisés sur la caractérisation microbiologique des
margines. Ceci est probablement di a I’intérét accordé aux matiéres organiques des margines, sans
se soucier de leur contenu microbien. C’est pour cela que nous avons jugé utile de faire une étude
microbiologique des margines des trois régions : Bejaia, Boumerdes et Tizi-Ouzou, le but de La
présente étude est consacrée au dénombrement de la charge microbienne des margines pour établir le
lien entre la présence et 1’absence des microorganismes et 1’effet des parameétres polluants
(polyphénols, DBOs et DCO) ainsi que 1’étude de la biodiversité des moisissures dans les margines
des 3 régions.

111.1.2.1. Résultat de la recherche et dénombrement des germes

Les résultats de dénombrement (Tab. I, I1, I11. Annexe 03) de quelques groupes microbiens
des margines sont de quelques groupes microbiens des margines sont représentées dans le tableau
suivant (Tab. 07).

Tableau07 : Dénombrement de la flore microbienne des margines.

Echantillons
Unité Bejaia Tizi- Boumerdes
La flore Ouzou
FMAT UFC/ml 1,25.10°  1,45.10° 3,810°
Coliformes totaux UFC/ml 0 0 0
Coliformes fécaux UFC/ml 0 0 0
Staphylocoques UFC/ml 0 0 0
Streptocoques UFC/ml 0 0 0
Salmonelles UFC/ml 0 0 0
Bactéries lactiques UFC/ml 0 1,87.10° 3,2. 10*
Levures UFC/ml 3.10° 5.10° 6. 10*
Moisissures UFC/ml 2.10° 3.10! 3.10°

111.1.2.1.1. Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FMAT)

L’évolution de la flore aérobie mésophile totale des trois échantillons des margines (Fig.36)
indique I’abondance de cette flore dans les trois régions. Cependant cette charge microbienne (Tab.
07) totale reste relativement faible par rapport a celle enregistrée dans les effluents d’abattoir (1,2310°
UFC/ml) (Aissam et al., 2001). Et comparable a celle trouvée dans les effluents de différentes régions
de la Tunisie : Sfax 3,16.10°UFC/ml, Zarzis 4,3.10°UFC/ml et Chaal 3,81.10°
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UFC/ml. Ainsi qu’elle est supérieur a ceux obtenus dans les effluents de différentes régions de Tunisie
: Al Karib 12.103UFC/ml, Téboursouk 8.103UFC/ml (Zaier et al., 2017), Ouazzane8,5.103UFC/ml,
Fés boulomane 2,87.102UFC/ml (Esmail et al., 2014).Les valeurs obtenues sont supérieurs a celles
rapportées dans la littérature 8,4.10° UFC/ml (Aissam, 2003),pour les trois stations, et faible par
rapport a celle enregistrée dans les effluents d’abattoir (1,23 10° UFC/mI) (Aissam, 2001).

Figure 37: Les résultats de dénombrement de la flore mésophiles aérobies totales sur milieu TGEA.

La charge microbienne totale est évaluée par le dénombrement de la flore mésophile aérobie
totale (FMAT). L abondance de cet flore peut étre li¢ essentiellement du procédé d’extraction, des
conditions opératoires adoptées de la région et également des conditions de stockage des margines et
des caractéristiques physico-chimiques qui génent la croissance des micro-organismes notamment, la
présence des substances antimicrobiennes (pH, les composés phénoliques, les sels minéraux, les
métaux lourds, tanins, les acides lactiques, les acides gras...) (Esmail et al., 2014 ; Zaier et al., 2017).

111.1.2.1.2. Dénombrement des coliformes totaux, Coliformes et streptocoques fécaux

Pour vérifier s’il y a une éventuelle contamination fécale par les germes fécaux, nous avons
procédé a la recherche des coliformes totaux (CT), des coliformes fécaux (CF) et des streptocoques

fécaux (SF). Les résultats obtenus (Tab.07) ont montré I’absence totale de ces germes dont ils sont
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similaires aux études réalisées par les autres chercheurs Millan et al., (2000), Aissam et al., (2003),
Esmail et al., (2014) ; Zaier et al., (2017).

Une étude microbiologique est effectuée sur des olives crues a montré la présence d’une flore
tres diversifiée (Asehraou, 1993). Les coliformes fécaux sont présents et leur concentration peut
atteindre 2,8.10%* UFC. g d’olive, cette flore pourrait provenir en grande partie du sol, des insectes
volants, tels que les coléopteres et les hyménoptéres (Mundt, 1970) ou des mains des ouvriers lors
de la récolte. Par conséquent, I’absence totale de ces germes dans les margines ne pourrait étre
expliqué que par une inhibition de leur croissance par les composés phénoliques et les pigments bruns

ou catéchol-mélaninique. Ainsi qu’a leur sensibilité aux faibles valeurs de pH (Ranalli, 1991a).
111.1.2.1.3. Recherche de la flore pathogéne (Salmonelles et Staphylocoques)

Dans notre échantillons de margines, nous avons marqué [’absence totale des germes
pathogénes y savoir : Salmonelles et staphylocoques (Tab.07). Ces résultats sont comparables a celle
trouvées par Aissam, (2007) ; Esmail et al., (2014).

L’absence totale des Salmonelles et des Staphylocoques est dii essentiellement a leur sensibilité
aux composes phénoliques qui conférent aux margines un pouvoir antibactérien (Singleton et al.,
1957 ; Ranalli, 1991) vis-a-vis plusieurs espéces bactériennes. D’une part ces composés sont
caractérisés par une trés forte réticulation et une dénaturation des protéines, d’une autre part en raison
de leur chaine latérale acide (Esmail et al., 2014). Les acides phénoliques sont beaucoup moins
polaires. Cette propriété peut faciliter le transport de ces molécules a travers la membrane cellulaire.
IIs interagissent avec les lipides de la membrane par la neutralisation de son potentiel électrique apres
pénétration de la molécule. Leur activité est probablement due a leur capacité a se complexer avec les
protéines extracellulaires solubles et aussi avec les parois bactériennes c’est le cas des quinones et les
flavonoides (plus lipophiles) (Firas, 2008).Ainsi qu’aux interactions non spécifiques telles que
I'établissement d'une liaison hydrogene avec des protéines ou des enzymes de la paroi cellulaire, la
chélation des ions métalliques, I'inhibition du métabolisme bactérien, ou séquestration de substances

nécessaires a la croissance des bactéries (Ranalli, 1991).
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Vaquez Rancero et al., (1974) Fadil et al., (2003), ont identifié un certain nombre de
flavonoides, des phénols et de glucosides phenoliques dans les sous-produits oléicole , Il s'agit en
particulier, de l'oleuropéine. ainsi que Les données obtenues par Fadil et al., (2003), suggerent la
présence des composes toxiques dans ces effluents tels que des tanins et des composés phénoliques

simples.

Les bactéries Gram* sont plus sensibles que les Gram™ (Obied et al., 2007). Certains composés
phénoliques comme le méthylcatéchol et le O-quinone inhibent la croissance des bactéries Gram
positives (Staphylocoques) et Gram-négatives (Salmonelles) (Capasso et al., 1995, Capasso,
1997),en dénaturant leurs protéines cellulaires, en abimant leurs membranes et en affaiblissant leur
tension superficielle, ce qui augmente ’action antibactérienne (Ranalli, 1991a, 1991c). La sensibilité
ou la résistance, peut s’attribuer a la différence de structure de la paroi cellulaire des bactéries. Les
bactéries a Gram négatif, en plus de la membrane cellulaire, possedent une couche externe
imperméable a la plupart des molécules (Georgantelis et al., 2007). L'absence de cette barriere chez
les bactéries a Gram positif permet le contact direct des constituants des extraits avec la bicouche
phospholipidique de la membrane cellulaire bactérienne, entrainant une augmentation de la
perméabilité aux ions et la fuite des constituants intracellulaires vitaux ou l'altération des systémes
enzymatiques bactériens (Wendakoon et Sakaguchi, 1995). Par ailleurs, la sensibilité des
staphylocoques (Staphylococcus aureus notamment) aux acides créés par les bactéries lactiques peut
expliquer leur inhibition (Abidi, 2001).

111.1.2.1.4. Dénombrement des Bactéries lactiques (BL)

Les micro-organismes isolés de ces margines peuvent étre considérés comme les plus adaptés
et résistants a la toxicité de ces rejets (Aissam, 2007) entre eux les bactéries lactiques qui sont
abondantes dans les margines étudiées (Fig.38). Les valeurs trouvées sont : 1, 87. 10°UFC/ml et 3,2.
10* UFC/ml pour les stations de Tizi-Ouzou et Boumerdes, respectivement. Ces valeurs sont
légérement supérieure & celles trouvées par Esmail et al., (2014) dont1,1.10° UFC/ml, 211,7.10°
UFC/ml et 204.10° UFC/ml).

72



Chapitre ITI Résultatsetdiscussion

Figure 38 : Les résultats de dénombrement des bactéries lactiques des margines sur milieu MRS.

La présence des bactéries lactiques dans les margines étudiées est un témoin de leur résistance
en milieux acide. En effet, les BL peuvent se développer méme a des pH inférieurs a 4, cette résistance
diminue en fonction du temps, et par conséquent leur disparition devient normale avec le temps. Le
facteur de disparition est probablement lié a la présence des composés phénoliques (Esmail et al.,
2014). C’est le cas des margines de la région de Bejaia ou nous avons détecté 1’absence totale de ces

bacteéries.
111.1.2.1.5. Dénombrement des levures et des moisissures mésophiles

Les résultats du dénombrement des germes (Tab.07) montrent que les levures et les moisissures
mésophiles représentent la flore majoritaire des margines de différentes régions. Ces résultats sont
comparables a ceux obtenus par plusieurs auteurs qui ont montré que les champignons et les levures
sont capables de se développer plus mieux que les bactéries dans les margines (Fig.39) (Millan et al.,
2000 ; Galanakis, 2010 ; Esmail et al., 2014 ; Zaier et al., 2017). Les valeurs des moisissures
mésophiles obtenues & partir de notre échantillon sont : 2,2. 102> UFC/ml, 3. 10'UFC/mI et 3.
10*UFC/ml respectivement pour les trois stations Bejaia, Tizi-Ouzou et Boumerdes. La valeur de
Boumerdes est supérieure légérement a celle trouvée par Esmail et al., (2014) 7,44.103UFC/m ainsi
qu’aux deux autres stations que nous avons étudié (216,9.10* UFC/ml et 325.10* UFC/m).

Le dénombrement des levures (Fig.40) a révélé : 3.102 UFC/m 5. 10°UFC/m 6.10*UFC/ml
respectivement pour les trois stations : Bejaia, Tizi-Ouzou et Boumerdes. Ces résultats sont

)
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inférieure a celles trouvés par Zahier et al., (2017) 2,74 10°UFC/ml et 3,54. 103UFC/ml, et sont
semblables & celles trouvé par Aissam (2003) 7,6.103UFC/ml, 4.102UFC/ml. lls sont également
comparables a ceux obtenus par plusieurs auteurs Moncif et al., (1993) et Millan et al.,(2000).

« Dénombrement des champignons

1.Bédjaia. 2.Boumerdes. 3. Tizi-Ouzou

Figure 39: Les résultats de dénombrement des moisissures mésophiles dans les trois régions sur
milieu PDA.

« Dénombrement des levures

Figure 40: Les résultats de dénombrement des levures des margines sur milieu Sabouraud.

En effet, Les levures et les moisissures mésophiles semblent étre les mieux adaptés aux
caractéristiques physico-chimiques des margines telles que 1’acidité, la salinité élevées et la toxicité
des substances antimicrobiennes (composés phénoliques, tanins...). Le pouvoir tolérant des
moisissures et des levures est un caractére génétique. Il pourrait étre utilisé pour réussir les activités
de traitement souvent mal menées ou non accomplies (Esmail et al., 2014). La flore fongique se

compose essentiellement d’Aspergillus flavus, Aspergillus candidus, Penicillium negricans, et

&)
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(Zaier et al., 2017). Les micro-organismes les plus sensibles sont les champignons, mais cette regle
souffre de trés nombreuse exploitation. On cite que les champignons appartenant aux genres
Penicillium et Aspergillus résistent bien a des teneurs élevées de Na Cl (10 a 20%) de sort que la
salinité ne joues pas toujours un rdle déterminant dans la distribution de la microflore fongique
(Dommergues, 1970).

111.1.2.1.6. L’isolement et I’identification des souches fongiques

Sur la base des caractéres macroscopiques et microscopiques des colonies observées (Tab.

07) qui donne des différents aspects entre les résultats de I'ensemencement, suite a des dilutions
décimales différentes pour chaque échantillon nous avons isolé 55 souches réparties en fonction des
sites d’échantillonnage (Tab.08) qui sont regroupées en 14 genres y savoir : Penicillium,
Aspergillus, Cladosporium, Mucor, Phytium, Chrysonilia, Alternaria, Scedosporium, Rhizoctonia,
Corenospora, Bispora, Metahresium, et Paecilomyces. Il faut noter qu’on n’était pas en mesure
d’identifier les espéeces rencontrées, alors on les a appelées, espéce 1, espéce 2... etc. Les souches de

moisissures identifiées des trois margines sont décrites dans le tableau suivant :
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Tableau 08 : Résultats de I’identification morphologique des moisissures mésophiles

isolées a partir des margines de région de Bejaia.

Code

Aspect macroscopique
Mycéliums aériens
Revers des mycéliums

Aspect
microscopique

S01

vert.

-Croissance non homogene.
-Le revers est habituellement
jaune.

~Absence de pigmentation

S02

-Mycéliums aériens
velouté vert.

- Croissance homogene.
-Le revers est jaune.
-Absence de pigmentation

Photo de référence

Identification
présume de
genre
(Gr x 100)

lisse.

-Conidiophore se termine
par une vésicule ovale.
-Phialides porté
directement par la
vesicule, dressée
densément, groupée.
-Conidies globuleuse
echinulées.

Aspergillus sp
1.
(Raper et
Fennel, 1977)

- Conidiophore long
cloisonné hyalin, qui se
termine par une vésicule
sphérique

- Phialides directement
insérées sur la vésicule ou
portées par des métules

- Conidie globuleux,
echinulées

Aspergillus sp
2.
(Chabasse et
al., 2002).
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S03

S04

-Mycéliums aériens velouté
blanc.
-Colonies non homogeéne.
-Le revers est jaune.
-Absence de pigmentation.

~-Conidiophore petit,
brun lisse et sinueux qui se
termine par une vésicule
sphérique
- Phialides portées par des
métules inséries sur la
partie superieure de la
vésicule.

- Conidie rondes, verte,
echinulées souvent
disposées en chaine.

Aspergillus
Sp 3.

(Chabasse et
al, .2002)

-Mycéliums aériens
velouté blanc.

-Colonies non homogeéne.
-Le revers est blanc a
jaune.

-Absence de pigmentation.

-Thalle cloisonnée
-Conidiophores lisses et
incolores.

-La vesicule
hémisphérique
-Phialides portés
directement par la
vesicule, dressée
densément groupée.
-Conidies globuleuse
échinulées.
-Sporulation lache.

Aspergillus sp
4,

(Chabasse et
al,.2002)




Chapitre I1I

Résultatsetdiscussion

-Mycéliums aériens vert

Penicillium sp

S05 | foncé, duveteux a 01.
croissance lente non
homogene (Chabasse et
-Revers des cultures vert
foncé al., 2002)
-Présence de
pigmentations
I
]
P "sod § ¥
XY & L » é
A ;
| [® \
n'ﬁ .9,1;.&‘;; : :K‘l v -
b (o 7” s
>, T @ N
- - o B ¥ Penicillium s
-Mycéliums aériens vert % A G O e . 02 P
S 06 fonce, poudreuse a 49 Vs RNy ol | '
croissance lente non y' 0 4 .
homogene 5% e g’, (Chabasse et
Vo ol T -
-Revers des cultures jaune $ q - - al., 2002)
-Présence Pigmentations i, S ST -Hyphe septe hyalin
-Conidiophores
monoverticillés.
-Conidies rondes a
ovoides, disposées en tres
longues chaines Penicillium sp
basipetales. 03.
-Mycéliums aériens vert
S07 | gris, duveteux & croissance (Chabasse et
lente non homogene al., 2002)
-Revers des cultures jaune
-Présence de
pigmentations
'
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S 08

-Mycélium aérien avec un
centre marron foncé au
bord beige

-Colonie duveteuse a
laineuse homogeéne.
-Surface flexueux avec
plusieurs pores.

-Pas de pigment.

S09

31dede o,
Yo o
ASe %

.0
»

>,
-Mycélium aérien vert
foncé a noir.

-Colonie duveteuse a
laineuse homogeéne.
-Surface flexueux avec
plusieurs pores.

-Pas de pigment.

Rever esr vert foncé jaune
qux bord

S10

Mycélium aérien noir.
-Colonie duveteuse a
laineuse homogeéne.
-Surface flexueux avec
plusieurs pores.

-Recto noir foncé comme
le revers

-Pas de pigment.

-Les hyphes septes, simple
ou ramifier, laineux, gris
vert

- Les conidies sont brunes,
pluricellulaires
(dictyospores) d’aspect
piriforme ou ovoides,
allongées, lisse,
regroupées en chaines a
maturité, caractérisées par
la présence d’un bec plus
au moins marqué
cloisons transversale
oblique ou longitudinales.

Alternaria sp
01
(Chabasse et
al., 2002)

Alternaria sp
02.

(Chabasse et
al,.2002)

Alternaria sp
03

(Chabasse et
al., 2002)
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S11

==

-Mycélium aérien blanc
qui devint gris a brun.
-Colonie laineuse
envahissante surélevée.
-Recto incolore a gris.
-Pas de pigmentation.

S12

-Mycélium aérien blanc.
-Colonie laineuse
envahissante surélevée.
- Recto incolore a blanc.
-Pas de pigmentation.

S13

-Mycélium aérien blanc
qui devint gris a brun avec
centre gris.

-Colonie laineuse.
envahissante surélevée.
-Revers blanc a beige.
-Pas de pigmentation.

Mucor sp 01
(Chabasse et
al., 2002)
-Filaments larges septés.
-Sporocystophores se
terminent par une columelle
ovoide sans apophyse.
-Sporocystes globuleux Mucor sp 02
ornementées de spicules. (Chabasse et
-Spore ronde, al., 2002)
-Pas de stolons ni de
rhizoides.
"
Corenospora
Corenospora
(Chabasse et
al., 2002)

-hyphes ramifiés,
cloisonnés, subhyalins a
bruns, a parois lisses
-Conidiophores
émergeant seuls ou plus
souvent en touffes denses
d'hyphes superficielles ou
de cellules stromales,
érigées ou ascendantes,
simples, droites ou
flexueux, brun péle a brun
foncé, cloisonné, avec
jusqu'a quatre
proliférations cylindriques
successives.

@
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S14 Bispora sp.
-Mycélium aérien vert
fon)cl:é. (Chabasse et
-Colonie non homogene. al, 2002)
-Recto jaune.
-Pas de pigmentation
-Hyphes ramifiés,
cloisonnés,
-Disposition binaire des
spores qui sont ovoides
' : L
g ‘ a,U .
: N
-Mycélium aérien vert olive Clad .
s17 | brin noir foncé. : /‘ adosporium
-Colonie duveteuse non * sp 1.
homogeéne. ¥
-Surface plat. | T TR (Chabasse et
-Pas de pigmentation -Conidiophores ramifiés al, 2002)
et allongés.
-Conidies en chaine
acropétale, septés avec
plusieurs sites
conidiogeénes.
P .
-Mycélium aérien 9, Scedosporium
S18 | planchatre sp.
-Colonie cotonneuse \\
homogeéne. % o Sy (Chabasse et
-Surface plat. » al., 2002)

-Revers blanc.
-Pas de pigmentation

- Conidies ovoides
hyalines puis brunes,
aleuries terminales ou
latérales

naissent directement sur
les cOtés des
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filaments végétatifs ou a
I’extrémité de courts
conidiophores.
-Conidiogénes de type
thallique solitaire avec
production d’aleuries
toujours unicellulaires
ou types blastique
annellidique pour
certaines souches.

S19

-Mycélium aérien marron
au bord beige.

-Colonie duveteuse.
-Croissance homogeéne
-Pas de pigmentation

S20

-Mycélium aérien blanc
cotonneuse.

-Revers de couleur jaune a
orange

-Absence de pigmentation
tAbsence d’exudation.

-Les colonies envahisentes.

-Agencement des chaines
porteuses de phialides,

- des colonies de conidies
cylindriques ou légerement
ovotides, seches et
généralement de couleur
verte

- Les colonies sont
formées d’une agrégation
de ces chaines conidiennes

Metahresium
sp.
(Chabasse et
al., 2002)

-Hyphe non cloisonné
hyalin et bien ramifié.
-Sporange rond contient
une vésicule a paroi mince
dans laquelle les zoospores
se differencient.

Phytium sp.

Vander et al.,
(1991)
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Tableau 09 : Résultats de I’identification morphologique des moisissures isolées a

partir des margines de région de Boumerdes.

Code Aspect macroscopique Identification
Mycéliums aériens Revers | Aspect microscopique Photo de référence présumé de
des myceéliums genre
(Gr x 100)
-Mycélium aérien vert foncé
a noir.
-Colonie duveteuse a Alternaria sp.
laineuse non homogeéne.
- Verso noir foncé (Chabasse et
- Pas de pigmentation al ,. 2002)
S 21 -Les hyphes septes,
simple ou ramifier,
laineux, gris vert
- Les conidies sont
brunes, pluricellulaires
(dictyospores) d’aspect
piriforme ou ovoides,
allongées, lisse,
regroupeées en chaines a
maturité, caractérisées
parla présence d’'unbec
plus au moins marqué
cloisons transversale
oblique ou
longitudinales.
7 y‘ ;
J ) !‘)
S22 -

-Mycélium aérien vert olive
au brin noir foncé.

-Colonie duveteuse non
homogéne.

-Recto noir.

-Pas de pigmentation

-Hyphe septé.
-Conidiophores ramifiés
et allongés.

-Conidies en chaine
acropétale, septés avec
plusieurs sites conidiones

Cladosporium
sp
1(Chabasse
etal ,. 2002)
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-Mycélium aérien vert

523 jaunétre [ .
-Colonié duveteuse Cladosporium
homogene. sp(Chabasse
-Recto vert foncé. etal . 2002)
-Pas de pigmentation

-Hyphe septé.
-Conidiophores ramifiés
et allongés.
-Conidies en chaine
acropétale, septés avec
plusieurs sites conidiones
-Mycélium aérien blanc qui
devient gris a brun

S24 | -Colonie laineuse duveteuse Mucor sp.
homogéne envahissant (Chabasse et
surélevée. al ,. 2002)

-Recto blanc a gris.
-Pas de pigment

-Filaments larges peu ou
pas septés.
Sporocystophores se
terminent par une
columelle ovoide sans
apophyse

-Sporocystes globuleux.
-Spores rondes a
ellipsoidales,

lisses ou ornementées de
spicules.

-Pas de stolons ni de
rhizoides

ﬁz“j
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S25

-Mycéliums aériens bleu-
vert a vert foncé a gris
turquoisevelouté.
-Croissance non homogeéne.
-Le revers est
habituellement jaune.
-Absence de pigmentation.

S26

-Myceéliums aériens vert
claire, poudreuse a
croissance lente non
homogéne
-Revers des culturesjaune
-Absence de Pigmentations

[ o _
-Conidiophore long, lisse
jaunatre porte une
vésicule ovale
-Les phialides portées par
des métules insérées sur
tout le pourtour de la
vésicule
-Conidies globuleuses
échinulées.

Aspergilus sp.
(Chabasse et
al ,. 2002)

S27

-Mycéliums aériens blanc
qui deviennent vert,
duveteux a croissance non
homogeéne.

-Revers des cultures jaune.-
Présence de pigmentations

-
- %
-Hyphe septé hyalin
-Conidiophores
monoverticillé.
-Conidies rondes a
ovoides, disposées en
trés longues chaines
basipetales.

Penicillium sp
1

(Pit, 1979)

Penicillium
Sp 2
(Pit, 1979)
et

(Samson,
1996)
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Penicillium
528 transparents a vert, duveteux oy, Chab
a croissance non : m - (Chabasse et
homogeéne. ‘3._ i « al,. 2002)
-Revers des cultures ' 2%
transparent.
-Présence de pigmentations
-Hyphe septé hyalin. o
-Conidiophores Penicillium
- biverticillé asymétrique. Sp 2
S29 | Mycéliums aériens beige, -Conidies rondes a
duveteux a croissance ovoides, disposées en
homogéne. trés longues chaines (Chabasse et
-Revers des cultures jaune. basipetales al,. 2002)
-Absence de pigmentations
TS Y Penicillium
SN XY
SRR 5p 01
'f'."' po ’\,.j = (Chabasse,
-~ y " “.'
S 30 2l 2002)
-Mycéliums aériens, beige oo, o
rougeétre, duveteux a 3 =t N
croissance non homogene. N S,
-Revers des cultures jaune. )
-Présence de pigmentations
Hyphe septé hyalin
-Conidiophores
triiverticillé asymétrique.
-Conidies rondes a
ovoides, disposées en
trés longues chaines
basipetales.

@
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-Mycéliums aériens, beige
rougeatre, duveteux a

croissance non homogene.
-Revers des cultures jaune.
-Présence de pigmentations

S32

-Colonies d’aspect
cotonneux, laineux
blanchatres au début et
deviennent grises en
vieillissant.

- Revers blanc

- Pas de pigmentation

4 ~Conidiophores ramifiés

Résultatsetdiscussion

en verticilles, portent a
leurs extrémités des
phialides

- Les conidies sont
unicellulaires,
globuleuses ou ovales,
rugueuses et disposées en
chaines.

- Les phialides sont
cylindriques ou renflées
dans la partie inférieure
et terminées par un long
col effilé et étroit
regroupées en pinceaux

Paecilomyces
sp.(Chabasse
et al., 2008)

-Conidies ovoides
hyalines puis
brunes,Aleuries
terminales ou latérales
-Conidiogénes de type
thallique solitaire avec
production d’aleuries
toujours unicellulaires
ou types blastique
annellidique pour
certaines souches.

Scedosporium
sp.

(Chabasse et
al., 2002)
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-mycélien régulier, dense ayant
une couleur grisatre a brunit.
-Le revers de la colonie est
orange foncé. r
-Absence de pigmentation et ' g 1
S 33 d’exsudation.

mycélium stérile, Rhizoctonia
constitué de plusieurs sp.
hyphes hyalins a brun (Chabasse et
clair, ramifiés al., 2002)

-On trouve de fréquentes
constrictions au niveau
des septa, et des
ramifications

-Les ramifications
forment des angles de
45° a2 90°, et sont souvent
coenocytiques

— e . Aspergillus
-Mycélium aérien blanc aux perg

départs et entierement noir.
-Colonie floconneuse non
homogeéne, aspect poudreux,
-Surface épaisse et
uniforme. -Mycélium cloisonné trés
-Pas de pigmentation. long, lisse, hyalin.

-Le revers est de couleur -Conidiophores

grise. nombreux, dressés et non
ramifiés, terminés par
une vésicule globuleux.
-Phialides insérées sur la
vésicule par
I’intermédiaire de
métules.

-Conidies globuleux brun
fortement échinulées en
chaine divergente.

S 34 51

(Chabasse et
al,. 2002)
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Tableau 10 : Résultats de I’identification morphologique des moisissures isolées a

partir des margines de région de Tizi-Ouzou.

Code Aspect macroscopique Identifica
Mycéliums aériens Revers | Aspect microscopique Photo de référence tion
des mycéliums présumé
de genre
(Gr x 100)
[
-Mycéliums aériens velouté
vert claire & bord blanc 4
-Croissance non homogene. ;
S35 | -Lereversest ’ Aspergillu
habituellement blanc. S
Absence de pigmentation Thalle long, cloisonné, sp 1
lisse.
-Conidiophores se (Chabasse
termine par une vésicule etal,.
ovale. 2002)
-Phialide porté
directement par la
vésicule, dressees
densément groupée.
-Conidies globuleuse
échinulées.
A [
s || B
¢ A Aspergillu
S 36 - y ; ’ i
-Mycéliums aériens velouté g’ sp 2
vert claire
-Croissance non homogeéne. .
-Le revers est de couleur r (Chabasse
vert claire. : - etal,.
-Absence de pigmentation -Thalle cloisonnee 2002)

-Conidiophores lisses et
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S37

S38

S39

-Mycéliums aériens velouté
blanc rougeatre claire a
centre noire
-Croissance homogeéne.
-Le revers est
habituellement jaune.

-Absence de pigmentation

-Mycéliums aériens velouté

vert claire au bord blanc.

-Croissance non homogene.

-Le revers est vert claire.
-Absence de pigmentation

Mycéliums aériens velouté
bége a vert.
-Colonies souvent

granuleuses non homogene.

-Le revers jaune foncé.
-Présence de pigmentation.

S40

-Mycéliums aériens velouté
vert foncé a noir.
-Colonies souvent
granuleuses non homogene.
-Le revers jaune claire.

incolores.
-La veésicule
hémisphérique
-Phialides portés Aspergills
directement par la 03
vesicule, dressée P
densément groupée.
-Conidies globuleuse Chabasse
échinulées. et al,.
-Sporulation lache. 2002)
Aspergills
sp 4
(chabasse
etal.,
2002)
Aspergillu
S
-Absence de
pigmentation. Sp 4
-Thalle cloisonnée (chabasse
-Conidiophores lisses et et al.
incolores. 20025
-La vésicule
hémisphérique
-Phialides portés
directement par la
vésicule, dressee
densement groupée.
-Conidies globuleuse Aspergillu
échinulées.
-Sporulation lache. S
Sp5
(chabasse
etal.,
2002)
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> \
. | | Aspergillu
S4l -Mycéliums aériens beige A" ssp6
rougeatre. A
-Colonies velouté b S (chabasse
coutouneuse non homogeéne. - ;.';"‘ - ;togIZ)
-Le revers jaune. _ “Thalle cloisonnée
-Absence de pigmentation. -Conidiophores long,
yalin,
-Vésicule sphérique.
-Phialides insérées sur la
vésicule par
‘intermédiaire des
métules.
-Conidies globuleuses
echinulées.
¥ W ~
Ria i
AN 3 & ) b5 Penicilliu
¥ = ]| mspl
5 N * . (chabasse
S 42 — = ; (A etal.,
-Mycellum§ aeriens vert, o : 2002)
poudreuse a croissance non v .
homogene. ‘ J
-Revers des cultures jaune. % ﬁ -
-Présence de pigmentations - -
| 2
-Hyphe septé hyalin
L : \ -Conidiophores
\ < monoverticillé. -
> -Mycéliums aériens vert ‘Conidies rondes a Pﬁ?:;gm
gris, duveteux granuleuse & ovoides, disposees en (chabasse
croissance lente non res longues chaines et al
homogene oasipetales. 200 2)

-Revers des cultures jaune

-Présence de pigmentations
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-Mycéliums aériens de Per?]lg:)l_“u
S 44 couleur vert‘a gfis,
granuleuse‘acrmssance (chabasse
nonhomogeéne. et al.
-Revers des cultures jaune. - ; 20025
-Présence de pigmentations Hyphe septé hyalin
-Conidiophores
triiverticillé asymetrique.
-Conidies rondes a
ovoides, disposées en
trés longues chaines
basipetales.
-Mycéliums aériens vert a
gris, granuleuse a croissance Penicilliu
S45 non m sp 1
homogéne.
-Revers des cultures jaune. “Hyphe septé hyalin, (chabasse
-Présence de pigmentations -Conidiophores etal.,
biverticillé asymétrique. 2002)
-Conidies rondes a
ovoides, disposées en
trés longues chaines
basipetales.
-Mycélium aérien beige gris Alternaria
S 46 avec un centre noir foncé spl
-Colonie duveteuse a
laineuse homogeéne. (CZ?Z?SSE
Surface flexueux avec 2002)

plusieurs pores.
-Pas de pigment.

-Les hyphes septes,
simple ou ramifier,
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D

laineux, gris vert

- Les conidies sont
brunes, pluricellulaires
(dictyospores) d’aspect
piriforme ou ovoides,

allongees, lisse, Alternaria
S47  r Mycelium aérien noir. regroupées en chaines a sp 2
-Colonie duveteuse a maturité, caractérisées (chabasse
laineuse homogene. par la présence d’un bec etal.,
-Surface flexueux avec plus au moins marqué 2002)
plusieurs pores. cloisons transversale
-Recto noir foncé comme le oblique ou
revers longitudinales.
-Pas de pigment.
’
o 4
S48 . ‘s . Alternaria
- Mycélium aérien noir, sp 3
-Colonie duveteuse a
laineuse homogeéne. (chabasse
-?ur_face flexueux avec etal.
usieurs pores.
E)Recto nol?r foncé comme le -Les hyphes septes, 2002)
revers smple ou ramifier,
-Pas de pigment. laineux, gris vert
- Les conidies sont
brunes, pluricellulaires
(dictyospores) d’aspect
piriforme ou ovoides,
allongées, lisse,
regroupées en chaines a
maturité, caractérisées
S 49 — parlaprésence dunbec | Alternaria
- Mycélium aérien norr, plus au moins marqué sp 4
-Colonie duveteuse a cloisons transversale (chabasse
laineuse homogene. oblique ou et al
-Surface flexueux avec longitudinales. 20025

plusieurs pores.

-Recto noir foncé comme le
revers

-Pas de pigment.
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Alternaria
s50 |- Mycélium aérien noir. sp5
-Colonie duveteuse a
laineuse homogene. (chabasse
-Surface flexueux avec etal.,
plusieurs pores. 2002)
-Recto noir foncé comme le
revers
-Pas de pigment.
Chrysonily
asp
S51 —
- Thalle a paroi épaisse, (Botton et
septé, claire al., 1990).

- Les arthrospores sont
hyalines portées sur des
conidiophores non
différencies.

Les spores se séparant
facilement et présentant
entres elles un filament
protoplasmique émis par
le pore central de la
double cloison
intermédiaire
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S52
-Colonies verdatre foncé a Cladospor
noir. ium sp
-Croissance homogeéne. 1(chabass
-Colonies velouté eetal.,
poudreuse. 2002)
-Revers noir a reflets vert.
-Pas de pigmentation
Hyphe septe.
-Conidiophores ramifiés
et allongés.
-Conidies en chaine Cladospor
S 53 < acropétale, septés avec ium sp 2
-Colonies verdatre foncé. plus:ie_urs\sites (chabasse
-Croissance hétérogene. conidiogénes. etal,
-Colonies granuleuses. 2002)
-Revers noir a reflets vert.
-Pas de pigmentation
Cladospor
S54 -Colonies verdatre foncé. um
-Croissance hétérogene. sp3(chaba
-Colonies granuleuses. sszegégl.,
-Revers noir a reflets vert. )
-Pas de pigmentation
-Hyphe septé.
-Conidiophores ramifiés
et allongés. Cladospor
. ! — -Conidies en chaine ium Sp 4
S 55 -Cplonles verdatre foncé a acropétale, septés avec (chabasse
noir. plusieurs sites et al.
-Croissance hétérogene. conidiogénes. 20025

-Colonies velouté.
-Revers noir a reflets vert.
-Pas de pigmentation
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111.1.2.1.2.Le relevé de souches fongiques les plus abondantes

Les pourcentages de différents genres isoléesa partir des margines de3 régionsainsi qu’al’étude

de leur abondance sont regroupés dans le spectresuivant :

Abondance des souches

2% 9 Oo .
2% 2% ZA 2 ® Aspergillus
2% 2% % H Penecillium
M Alternaria

3%
M Cladosporium

i Mucor

M Scedosporium
i Corynospora
i Metarhyzium
i Rhyzoctonya
i Phytium

i Chrysonilia

LI Bispora

i1 Paecilomyces

Figure 41: L abondance des genres identifié¢ sa partir de 3 échantillons des margines

Le pourcentage d’abondance calculé pour les trois régions, représente le nombre d’isolements
positifs des moisissures mésophiles rapporté au nombre d’isolements effectués. Il est variable et
composé de plusieurs genres avec des degrés indiquant 1’abondancedes deux genres Aspergillus
(24%) et Penicillium (22%), cependant d’autres champignons ont été aussi isolés et identifiés en
particulier : Alternaria , Cladosporium , Mucor , Scedosporium , Rhysoctonia , Phytium , Chrysonilia
, Bispora, Corynospora et Metarhysiumavec des pourcentages respectifs de (16%, 16%, 13%, 6%,
4%, 2%,2%,2%,2% et 2%, 2%) . Par ailleurs le nombre des genres isolées dans les margines de chaque
régions : Bejaia, Boumerdes et Tizi-Ouazou ont été déterminées et sont présentés sous forme des

spectres suivants (Fig.42 et Fig.43) :

ﬁfj
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A Bédjaia

m Alternaria sp. = Mucor sp.

m Bispora sp. Phytium sp.

5%
5%

5%

5%

5%

m Aspergillussp. = Penicillium sp.

m Cladosporium sp. m Metarhyzium sp.
m Scedosporium sp. = Corynospora sp.

Résultatsetdiscussion

Boumerdes

m Aspergillus
sp.

m Penicillium
sp.

» Cladosporiu
m sp.

m Alternaria
sp.
= Mucor sp.

m Scedosporiu
m sp

m Stachiobotr
ytis sp

Figure 42 : Répartition des moisissures mésophiles isolés des margines de la wilaya de : A- Bejaia

B- Boumerdes

Tizi-Ouazou

m Aspergillus sp.

B Penecillium sp.

= Alternaria sp

® Cladosporium sp.
H Crysonilia sp.

Figure 43 : Répartition des moisissures mésophiles isolés de margine de la wilaya de Tizi-Ouzou

Les margines de la région de Bejaia ont permet d’isoler un taux élevé de souches reparties en

10 genres avec la prédominance de genre Aspergillus. Cependant, les margines de la région de

Boumerdes ont un nombre un peu faible que celui de Bejaia, ils nous ont permet d’isoler 11 souches

reparties en 8 genres avec la prédominance de genre (Penicillium) par contre, les effluents

)
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issus de Tizi-Ouzou ont un taux faible en moisissure comparabllement a celle de Bejaia et

Boumerdes ils sont présents en 5 genres avec la prédominance de genre (Alternaria)

Sur la base de caracteres microscopiques et macroscopiques, nous sommes arrives a identifier 14
genres (Tab.08, 09,10), avec une répartition en quantité et en qualité différente. La littérature rapporte
un certain nombre de travaux mentionnant la contamination des olives et leurs dérivés par des
moisissures tres diverses (Florenzano et Materassi, 1965). La prédominance des différentes genres
isolés de notre margines revient a leur caracteres physiologiques les résultats obtenus sont
comparables a ceux trouves par Ntougias et al., (2013) ; Mann et al., (2010) notamment les
Aspergillus qui sont capables de vivre en saprophyte dans le sol au niveau de la rhizosphére, mais
aussi a la surface du sol, sur les végéetaux en voie de décomposition. Nous avons noter également la
présence de genre Penicillium qui comporte plus de 200 especes, il est tres répandus dans la plupart
des environnements terrestres, mais il a aussi été isolé comme endophyte a partir de plusieurs plantes
médicinales (Botton et al., 1990 ; Kharwar et al., 2008 ; Mohanta et al., 2008 ; Rakotoniriana et
al., 2008 ; llyas et al., 2009 ; Petit et al., 2009 ; Abdel-Motaal et al., 2010 ; Bhagobaty et al., 2010
; Khan et al., 2010 ; Nagaraja et Devkar, 2010; Shankar et Shashikala, 2010).

L’isolement a révélé également la présence Cladosporium, ¢ est un genre mondialement répandu,
il regroupe environ 35 espéces parasites de végétaux ou saprophytes trés communs (BOTTON et al.,
1990). Ainsi que Le genre Alternaria qui regroupe plus de 100 espéces ubiquitaires extrémement
répandues dans les sols, la végétation, 1’air ou les aliments (Simmons, 1993). Cependant la majorité
des especes du genre Alternaria sont des champignons phytopathogenes inféodés a une famille de
plantes ou a une plante spécifiguement. Ainsi que nous avons remarqué la présence le genre Phytium
qui occupe une place de marque en raison de sa grande dispersion dans le monde et son impact
considérable sur 1’économie agricole (Djouamaa et al, 2008).
111.1.2.1.6. La mise en évidence de I’activité lipolytique

La mise en évidence de ’activité lipolytique des isolats de moisissures mésophiles nous a
permis de distinguer la présence d’un précipitat autour des colonies et donc la dégradation des lipides
chez 11 isolats. Durant la période d’incubation, nous avons suivi cette activité lipolytique dans chaque
24h et I’apparition du précipitat a lieu apres (4jours). Parmi les 10 souches testées on a sélectionné
les trois souches les plus performantes qui sont : (S8), (S46) et (S47). Le développement des souches
montre une croissance rapide et remarquable de la souche (S7) et une croissance moyenne des souches
(S 44), (S10) et (S45) dans les boites. Contrairement a la souche (S 05) qui ont d’une
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croissance tres lente sauf que la souche (S 32) est envahissante dans toutes les boites tandis que la
croissance de la souche (S 21) est limitée qu’aux alentours de I’ensemencement.
Tableau 11 : Résultat de la mesure de diameétre de la mise en évidence de I’activité lipolytique

des souches.

jours ler | 2°M ] 3°m | 4°m Photo de 7 ®™ jour
Souc jour | jour | jour | jour
Les souches qui ont une croissance seulement
S 05
Aspergillussp. |1cm | 1,9 2,5 3,7
cm cm cm
S32
Scedosporium | 1,8 | 2,8 |35 4,8
sp.
S21
Alternariasp. | 2,2 | 2,3 2,5 2,5
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S55
Cladosporium | 1,5
sp.
S44
Penicillium sp 1
S10
Alternariasp. | 1,7
S
45Aspergillus 1

sp.
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Les souches fortement estirasiques

S08 2 3 3,6 4,4
Alternariasp.

S 47 Alternaria 1 1,9 24 3
sp.

S 46
Aspergillussp. 1 1.6 1.9 2.3

Les résultats obtenus révélent une activité lipolytique des moisissures testes, traduite par la dégradation
de lipide (Fig. 48, 49). Cette activité est plus importante chez les souches d'dlternaria sp,. et d’Aspergillus sp.
autour de laquelle une zone de dégradation de 4,4 cm, 3 cm, 2.3 cm respectivement a été observée avec des
cristaux visible a I'ceil nu. Les autres souches sont également capables de dégrader la matiére grasse présente
dans le milieu de culture en développant une zone de dégradation moyenne entre 3,2 cm a 4,5 cm de diametre.

Ces souches ont une activité moins importante par rapport aux autres.
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L’activité estérasiques (dégradation de lipase) est mise en évidence chez toutes les souches
fongiques testées et plus particulierement chez les souches motionnés ci-dessus cela pourrait étre due
a la capacité de ces genres a produire plus d’enzymes extracellulaires. Ces isolats ont montré une
activité lipolytique par I’apparition d’un précipité visible, résultant du dépot des cristaux du sel de
calcium qui sont formé par la libération des acides gras par les lipases (Guessas et al., 2012). Par
contre les autre souches sont développé sur milieu a base de tween mais sans formation des

précipitations, donc se sont des souches produisent une lipase intracellulaire (Maria et al., 2005).
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Conclusion

Conclusion

Le rejet des déchets liquides (margines) des industries productrices d’huile d’olives est un
probleme majeur surtout pour les pays du bassin méditerranéen du fait qu’elles renferment une

fraction organique importante qui provoquent plusieurs types de pollution.

A D’issue de notre travail, concernant 1’étude physico-chimique et microbiologique des margines
de trois régions afin de déterminer leurs degrés de pollution et d’étudie leur biodiversité fongique
en isolant des moisissures qui peuvent étre utiles les résultats obtenues pour les régions de Bejaia ;
Boumerdés et Tizi-Ouazou respectivement signent qu’ils ont un effluent trés acide ( 4.52 , 4,43, et
4.61) salin (13 msecm™, 15 msecm™ et 14 msecm™) et beaucoup chargé en matiéres organiques
exprimée par la DBOs, la DCO et le spectre infrarouge et en polyphénols totaux et sont également
riche en MES (22 g.I*, 18 g.It et 15g.1Y)eten MM (12 g.lt, 9 g .1t et 7 g.I't) et MVS (10 g.I,
9g.ltet8g.l?).

L’activité et la croissance des micro-organismes est probablement altérée par la présence de forte
teneur en composés phénoliques. L'étude microbiologique de nos margines a révélé que ce rejet
renferme une charge microbienne importante par rapport aux autres effluents industriels prédominé
par un taux considérable des moisissures (2 102 UFC.mI™ 3 103 UFC.mI et 3 10° UFC.ml™?). Et des
levures (3 10° UFC.ml-1, 5 10 UFC.ml-1 et 6 10* UFC.ml-1) dans les margines de trois régions et
semblent étre les mieux adaptées & 1’acidité , la salinité et la toxicité de cet effluent. la FMAT
(1,25 10° UFC.ml%, 1,45 10° et 3,8 10°) et les bactéries lactiques sont présentes dans les régions de
Tizi-Ouazou et Boumerdés (1,87 10* UFC.mIt et 3,2 10* UFC.ml?) et sont totalement absentes
dans les margines de Bejaia . Nous avons pu montrer également 1’absence totale des germes fécaux
(coliformes fécaux et coliformes totaux) et pathogénes (salmonelles et staphylocoques) dans les
margines de toutes les régions. De ce faite les margines étudiées, ne présentera probablement pas de
problémes sanitaire et hygiénique majeurs sur les milieux récepteurs.

L’aspect important de ce travail réside dans 1’identification des micro-organismes isolés des
margines notamment les champignons filamenteux mésophiles. L’étude de la biodiversité de ces
derniers dans nos echantillons de margines (55 souches répartie en 13 genre), confirme la richesse
de cet effluent par des genres fongiques dont certains présentent un intérét biotechnologique déja

mentionné dans la bibliographie (Métarhizium, Mucor, Pénicillium, Alternaria...).
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Conclusion

La croissance des moisissures isolés des margines sur le milieu lipidiqgue comme sources de
carbone a revélé que les especes: Alternaria sp .et Aspergillus sp sont les souches les plus

performantes dans I'assimilation des composés lipidiques grace a leur équipement enzymatique.

La variabilité des résultats obtenus a partir des échantillons de margines est due essentiellement
a une différence de nature géographique et climatiques de chaque région étudiée. Ainsi que la qualité
de la méthode utilisée dans le procédé d'extraction d'huile d'olive qui représente 1’élément le plus
important , ainsi que la stade de maturation des olives, la variété des oliviers, des systemes de culture
et la méthode et le temps de stockage des olives avant la trituration dans les bassins couverts ou les

piscines(Temps de décantation).

L’ensemble des résultats obtenues dans cette étude ne constitue qu’une ébauche dans la

valorisation des margines. Toutefois, il serait intéressant de compléter ce travail par :

L’identification moléculaire des souches fongiques.
Recherche des champignons filamenteux thermophiles

Etendre la recherche de la biodiversité aux levures et aux bactéries

YV V V V

L’évaluation de I’activité antimicrobienne des margines vis-a-vis des bactéries et des
champignons pathogénes et définir leur mode d’action, et méme de la confirmer par sa mise
en évidence in vivo.

» Optimisation des conditions de culture des moisissures lipolytiques (1’agitation, I’aération, la
charge de I’inoculum, la concentration en margine, ...).

» En ce qui concerne la teneur en matiére minérale des margines et leur richesse en sucre totaux,
nous suggérons leur utilisation comme supplément minéral ou énergétique avec d’autres
matrices fourrageres en blocs multi-nutritionnels.

> Valorisation, aprés extraction et purification, les composés phénoliques des margines dans la
récupération d’énergie perdue par méthanisation, et prévoir un procédé biotechnologique pour
le conditionnement de ces substances bioactives afin de les introduire en alimentation animale.

> Purification et caractérisation (chimique et moléculaire) de 1’enzyme lipolytique des ces
moisissures

» Optimisation de la production des enzyme.

> Exploitation de la biodiversité enzymatique de souches fongiques identifiees (cellulases,

amylases....)
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Annexe

Figure 01 : Distribution mondiale des principales espéces et sous-espéces du genre Olea (Rugini et

al., 2011)
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Figure 02 : Répartition de la superficie d’olivier cultivées en Algérie (Benabid, 2009).
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Figure 03 : Composition chimique du fruit de I’olive (Joyeux Henri, non date).
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Figure 04: Principaux processus d’extraction de 1’huile d’olive (Aggoun, 2016).
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Figure 05 : Différentes filieres de valorisation des margines (Chouchene, 2010).
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Figure 06: Les principales voies de traitement des margines (Ouadi, 2012).
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Tableau | : Les principales variétés cultivées en Algérie (locales et introduites) leur orientation ainsi
que leur répartition (Benrachou 2013).

Varietes Aire de culture Destination Observations
sigoise Ouest algerien oranie Table - huile Tres estimee pour la
telmcen conservation etl
huilerie , rendement
eleve en huile vaeriete
autofertile
blanquette Est algerien Table-huile -
Azeraj Centre algerien Table - huile Tres bon pollinisateur
de chemlal
Rougette Est algerien Huile -
Chemlal Centre algerien kabylie Huile Huile tres appereciee.
Resiste en culture
seche. Inconvenients ;
autosterile, floraison
tardive.
Limli Est algerien Huile Variete conseillee dans
la regions de jijel a
sidi-aich
Bouricha Est algerien collo-oued Huile Cultivee dans les
el kebir regions a forte
pluviometrie
Cormicabra Ouest algerien oranie, Table -Huile
tlemcen
Ronde de miliana Centre et ouest Table -Huile Tres localisee dans la
region de miliana
Longue de miliana Centre et ouest Table -Huile Tres localisee dans la
region de miliana
Neb djmel Sud est algerien Table -Huile Variete des regions
presaharienne
Sevillane Ouest algerien plaine d Table Tres interessante par le
oran gros calibre des fruits
Picholine marocaine Ouest du pays Huile Tres commune avec la
sigoise meme caractere
Bouchouk la fayette Centre algerien Table-huile Interessante pour la
region de bougaa
Boukhenfas Centre algerien Table-huile Donne les meilleurs
resultats a la station de
sidi-aich
Coratina Centre et est Huile Variete italienne tres
rigoureuse et tres
productive
Frontoio Centre et est Huile Vaiete italienne , bon
fertillisateur de chemlal
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Tableau 11 : les différentes techniques de récolte des olives ainsi que leur avantages et inconvénients
(Lamrani, 2009; Veillet, 2010).

Méthode
traditionnelle

L’outil
La récolte est a la main

Avantages et inconvénients

La plus respectueuse de 1’arbre
mais la récolte est fastidieuse et
tres longue.

Le gaulage provoque la Iésion
des fruits. Ces Iésions facilitent
la pénétration et le
développement des micro-
organismes ce qui nuit
considérablement a la qualité de
I'nuile d'olive. Lamrani, 2009.

Peigne manuel oléiculteurs déposent un filet
sur le sol et utilisent un
peigne qui va arracher les
olives. La majorité des
régions de production des
olives utilisent le gaulage (90
%).

d’un moteur faisant tourner
les peignes au bout d’un
manche télescopique.

peigne mécanique une récolte plus rapide des
olives et reste peu traumatisante

pour les oliviers.

vibration desbranches des pinces métalliques
viennent enserrer le tronc de
I’olivier et une vibration a
haute fréquence va étre

appliquée au tronc.

Le principal inconvénient de ce
systeme, outre son co(t a
I’achat, est les dégats qu’il peut
occasionner aux jeunes
rameaux des oliviers.

Tableau I11 : Principaux éléments minéraux des margines
Elem | Unité | Mahmo | Karouzas | Moraet | Danellaki | Piotrows | Dermeche Intervalles de
ent ud et al et al is et al setal aetal et al valeurs
(2010) (2010) (2011) (2011) (2011) (2013)
Pb g/l / / 6,7 10 / / 6,7-10
Cd o/l / / 0,03 1 / / 0,03-1
Fe Mg/l / 6,5 / 8,88 20 + 0,45-20
Za Mg/l / 3,4 2,94 4,98 / + 1,7-4,98
Cu Mg/l / 2,4 / 2,96 / + 0,49-2.96
Mn Mg/l / 0,9 1,61 2,7 20 + 0,46-20
Mg o/l 0,17 0,12 0,11 0,11 0,03 + 0,03-0,17
Ca g/l 0,14 1,1 0,15 0,29 0,03 + 0,03-0,29
K o/l 1,05 6,1 4,22 0,7 3,47 + 0,73-6,1
Cl g/l 0,76 / / / 1 / 0,76-1
Na g/l 0,13 0,07 / 0,15 0,05 + 0,03-0,13

(+) : détecté. (/) : Non évoqué
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Tableau IV: Moisissures potentiellement producteurs de lipases (Rigo et al., 2010).

Moisissures Références
Fermentation submergée Fermentation solide
Geotrichum sp. Yan et Yan, 2008
Rhizopus sp. Martinez-Ruiz et al., 2008
Penicillium Vargas et al., 2008
simplicissiumum
Aspergillus niger Dutra et al., 2008
Penicillium verrucosum Pinheiro et al., 2008 Kempka et al., 2008
Rhizopus chinensis Teng et al., 2009




Annexe 02 Matériels et méthodes
Tableau I : Matériels non biologiques
1. Autoclave 2. Tubes a essai 3. Glaciére
4. L’étuve 5. Flacons 6. Boites de
Pétri en
plastique
7. Agitateur a 8. Béchers 9. Pince
plaque
chauffante
10. Plaque 11. Erlen Meyer 12. Spatule
chauffante de 1L
13. Réfrigérateur 14. Pipettes 15. Mortier
Pasteur
16. Balance 17. Lames 18. Ance de
platine
19. Microscope 20. Dessiccateur 21. Bec Benzene
optique
22. pH meétre 23. Portoir
24. Bain Marie 25. Papier
d’aluminium
26. Vortex 27. Les ambons
stériles.
28. Fur a moufle 29. Antibiotique
30. La presse 31. Antifongique
32. Conductimetre 33. Papier filme
34. Spectromeétre 35. Micropipette
de 1ml
36. Micropipette
de 0,1 ml
37. Creuset en
porcelaines
38. Scotche

Tableau Il : Produits et réactifs

L’huile a emersion.

L’eau physiologique

L’eau distillée

Bleu de méthyléne.

Observation des champignons

la préparation des dilutions décimales
La préparation des solutions d’antibiotiques,
les milieux de culture ainsi que pour la

détermination de pH

L’identification des champignons
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Tableau I11 : Les Milieux de culture
Milieu Caractéristiques Composition
(Potato-Desctrose- | Pommedeterre..............ccooevvineennnn. 200 g
Agar) GlUCOSE. .. .o 209
PDA AGAr. e 209
(Guiraud, Pour le dénombrement | Eau diStillée. ........ccccoovvvviviiiiiiiiiieieeee, 1L
1998) et I’isolement des pH=7,0£ 0,2. +
champignons Antibiotique Augmentin 0.25 g /I
Autoclavage 20 min & 120 C°
(Tryptone Glucose | Pryptone de caseine................c.euenene. 59
Extrait d’Agar) Extraitde levure..............ccoooiiiiiiinnn 19
Extrait de viande...................ooeieini. 39
TGEA Pour larecherche etle | GIUCOSE.........cevviiiiiiiies e, 1lg
dénombrementdela | Agar ..........cooiiiiiiiiiii 18 ¢
flore mésophile L’eaudistillée...................oooiiiii 1L
aerobie totale Ph=7,0£0,2.
Autoclavage 20 min a 120 C°
Bio-polytone ............ocevivee ciiiiininn 10g
Désoxycholate LaCtOSE. . v vieititieeieeiies e 10g
lactose Pour la recherche et le | Chlorure de sodium............................. 59
(LARPENT et | dénombrement des | Citrate de sodium....................ccevenen. 29
al, 1997) coliformes totaux et | Désoxycholate ...................ooeviinininn, 0.5g
fécaux Rouge neutre..............c.oveviveennnn. 0.0033g
AGAr .o
Eaudistillée............................... 1000 ml
Peptone.........coooiiiiiiiiiii 10¢
GlUCOSE. .., 209
Sabouraud | Pour le dénombrement | Agar...........ccoiiiiiiiiiiiiiii, 15¢
(Dongyou, des levures Eau distillée.............coooiiiiiiiniinn, 1L
2010) Ph=7+0,2 +
Augmentin 0.25 g/l
Autoclavage 20 min a 120 C°
Polypeptone..........ccooiviiiiiiiiiiii, 109
Extraitdeviande........................... 10¢g
MRS Extrait autolytique de levure.................. 59
(Marchal et (Gélose de Man, GlUCOSE. ... 209
al, 1982) Rogosa et Sharpe) TWeen 80......oovvriiiiie lg
Phosphate dipotassique........................ 29
Pour I’isolement et le | Acétate de sodium.............................. 59
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dénombrement des | Citrate d’ammonium........................... 290
bactéries lactiques | Sulfate de magnésium..................... 0,20 ¢

Sulfate de manganése...................... 0,059
Hydrogénophosphate de potassium.......... 29
Agaragar........cooeeiiiiiii e, 159
L’caudistillée...................ooooenii 1000ml
Ph=5,7+0,1
Autoclavage 20 min & 120 C°
Milieu selectif pour | Extrait de levure........ccccccecvvveieececicceenenn, 39
I’isolement et Extrait de viande..........cccovvviiiiiiiiiicens 39
I’enrichissement des | Tryptone..........cooovviviiriiriiiiiiiinannnnn, 5¢
Staphylocoques Peptone bactériologique...................... 10g
Chapman La forte concentration | NaCl..........cccoeieiiiiinciii e 10g
(Marchal et | en chlorure de sodium | Mannitol..........cccoeieiiiiiniiee, 10g
al, 1982 inhibe la plupart des | Rouge de phénol............................ 0, 05g
bactéries a Gram A ..o 18¢
négatif et a Gram L’eaudistillée...................oooiiiii 1L
positive pH=7,4+0,1
Autoclavage 20 min a 120 C°
Peptone deviande .................ccoeenene 15¢
Extraitde viande.......................ooee 39
Extraitde levure................coooevvininnn.n. 39
NaCl.........oooiiii i DQ
Milieu sélectif pour | Lactose.........cccoevuiiniiiiiiiiiiniinnnn, 129
Hektden I’isolement et Saccharose..............coiiiiiiiiiiiennenn . 129
(Joffin et différenciation des | Sels biliaires...................ovvevcevrenen 49
Leyral, 2001) Entérobactéries Salicing ......oovvvviin e 29
(Salmonella) Bleu de bromothymol..................... 0, 0649
Fuchsine acide..................ooooiiiiii, 0,19
AQar agar.......c.ooviiiiiiiiii i 189
L’eaudistillée.................coccevievvveeenn 1L
pH=7,4+0,2
Autoclavage 20 min a 120 C°
Milieu lipase Pour mettre en TWeeN 20. ..., 10ml
(Abeetal., évidence lactivité | Peptone.............cocovviiiiiiiiiiiiinannn, 109
lipolytiques NaClo.oooo 59
2015) CaClo.2Ha0 oo 0.1g
AGar. .o 179
Eaudistillée..............cooiiiiiiiin. . 1L
pH=7,0+ 0,2.
Autoclavage 20 min a 120 C°
EPT (Eau Peptone Bactopeptone.........coceeeieeciieeieeeee 20g
Important Tamponnée) NaClo.o 059
Pour le pré- NaZHPO 4. .o 099
enrichissement des KH2PO4. .o, 1.59
Salmonelles Eaudistillée.............ooooiiiiii, 1L
Ph=7.6
Autoclavage 20 min a 120 C°
SFB (Bouillons au Biopolytone.............ooeviiiiiiiiiin 59
important Sélénite de Sodium) | Lactose............cooveiiiiiiiiiiiiiiiiiin.n, 49
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Pour I’enrichissement | Phosphate de sodium.......................... 10g
des Salmonelles Sélénite acide de sodium....................... vily
Eau distillée.............oovvviiiiiiiin, 1L
Ph=7.2
Roth Pour la recherche et | Peptone de caseine.... ..............c.euennee. 20g
(S/C) dénombrement des | Glucose..............c.oeeviiiviviieiieniesienennnn. 150
Institut streptocoques fécauxX | GIUCOSE........uvvveriiiiiiiiieeiieieeeeaen 49
Pasteur 2003 (test préemptif) Phosphate dipotassique...................... 2.79
Phosphate monopotassique....................... 2.79
Azide de sodium...............oooiiiiiiinn 0.2g9
PH=6.9+ 0,1
Permet la recherche et | Tryptone............cccoiiiiiiiiiiiiiiiinn. 209
dénombrement des | GIUCOSE........covivviniiniiiiiiiiiiieaeae, 5¢
Litsky streptocoques fécaux | Phosphate dipotassique...................... 2.79
Institut utilisé pour le test de | Phosphate monopotassique.................. 2.79
Pasteur 2003 confirmation des Chlorure de sodium.....................oeuvenie 5¢
résultats obtenus sur | Azide de sodium........................e.ees 0.49
milieu de Roth Ethyle violet...............c.oooeinn 0.00083g
Ph=7.4+ 0,2
Tryptone ..o 10,09
Extraitde viande .........................l. 509
Giolitti et Extraitde levure ..., 509
Cantoni Pour ’enrichissement GIyClne .......................................... 1,2¢g
(GUiraUd, des Staphy]ocoques Mannitol ........ R R RRPTE 20,0 g
1998). Pyruvate de sod!um ........................... 309¢
Chlorure de sodium .................cooeeeeee. 5090
Chlorure de lithium ........................... 509
Tween 80.....c.ooveiiiiiiiii 109
pH =6

Préparation de PDA

L’agar et le Glucose sont dissous a chaud dans I’extrait de pomme de terre puis le

volume est complété a un litre d’eau distillée. Le pH est ajusté a 5 (Larpent, 1997).
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Les différents milieux utilisés

Bain marie Etuve 44°C Etuve 37°C

Compteur de la colonie  Microscope photonique Balance
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Verreries Conductimétre Etuve de 28°C

Autoclave Centrifugeuse Flacon

Boite Pétrie Bec Benzene
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Tableau | : Dénombrement de la flore mésophile totale
Régions Boumerdes | Bejaia Tizi-Ouzou
Dilution 107 103 10
Nombre des 138 125 145
colonies
Germes UFC /g 13,8 10° 12,5. 10° 14,5. 10°

Nombre UFC/ml = Nombre de colonies x 1/V x 1/D

Tableau Il ;: Dénombrement des levures et moisissures

Régions Boumerdés Béjaia Tizi-Ouzou
Levure | Moisissure | Levure Moisissure | Levure | Moisissure

Germes

Dilution 103 10 10°® 10 10 10
Nombre des 31 30 34 60 30
colonies

UFC/g 5. 103 3,1.10! 3.10° 3,4. 107 6. 10* 3.10°

Tableau I11: Dénombrement des bactéries lactiques
Régions Boumerdes Béjaia Tizi-Ouzou

Dilution 10 101a10* 10
Nombre des 187 Absence 167
colonies

N UFC/g 1,87.10° Absence 1,6 .10

Tableau IV : Calcule de la matiére en suspension
Boumerdes Bedjaia Tizi Ouzou

M1 55,49 61,56 62,05

M2 57,30 63,20 63,01

MES 25,85 23,41 13,71

M 3 56,35 62,30 62,65
Matiere minérale en 12,27 10,57 8,57
suspension
Matiere volatile en 13,53 12,84 5,14
suspension
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MES g/l= (M1-M2)/ V. (10°) [MMS] (g/l) = (M3-M1) /VE1000

[MVS] (g/1) = (MES-MMS) /VE 1000

Tableau V: Calcule de matiére seche

Boumerdes Bejaia Tizi Ouzou
M1 55,49 61,56 62,05
M2 56,75 62,69 62,78
Matiére séche 42 31 24,33

MES g/I= (M1 - M2) / V. (103
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Les différents résultats microbiologiques

Le germe a Aspect macroscopique Reésultats
recherché
FMAT Résultat
positive
Résultat
Coliforme totaux négative
Résultat
Coliforme fécaux négatif
Staphylococcus
sp )
(sur milieu Resultat
Giolitti Cantoni negatif
et Chapman)
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Salmonelle (sur )
milieu eau Resultat
peptone, SFB et negatif
Hektden
Streptococcus
fécaux (sur
milieu Roth et
Litsky) Résultat
négatif
Bacteéries lactique Résultat
(sur milieu MRS) positive




Résumé

Résumé : Etude de la biodiversité des moisissures utiles isolées a partir des margines issus des maasras de trois
régions : Boumerdes, Bédjaia et Tizi-Ouazou

Les analyses de la qualité physicochimique et microbiologique des margines des unités de trituration d’olives de
différentes régions de 1’ Algérie (Bejaia, Boumerdés et Tizi-Ouzou), ont montré que les margines étudiées ont un pH acide et
sont riches en matiére organiques, qu’est exprimé par le spectre infrarouge, la DBO5 et la DCO. Le rapport de DCO/DBOS est
supérieur a 6 pour toutes les régions qui soulignent bien un caractere difficilement biodégradable. Les mesures de salinité,
conductivité, MES, MVS, MMS et Mox ont été déterminés. Sur le plan microbiologique la recherche et le dénombrement des
germes montre que les levures et les moisissures représentent la flore majoritaire des margines de différentes régions .I’analyse
de FMAT arévélé leur présence dans les 3 régions. Cependant les bactéries lactiques sont absentes dans 1’échantillon de Bejaia
par apport aux autres régions. Ce travail a montré également 1’absence totale des germes fécaux, des staphylocoques et des
salmonelles dans les margines de toutes les régions, signifiant probablement qu’elles ne présentent pas de probléme sanitaire
et hygiénique. L'isolement des moisissures a permet une identification microscopique et macroscopique de 13 genres
caractérisées par la prédominance de aspergillus et penicillium, la croissance sur le milieu tween 20 comme source de carbone
sur 11 especes choisit de chaque région a révélé que Alternaria sp. et Aspergillus sp. Sont les plus performantes dans
I'assimilation des composés lipidiques des margines.
Mots clés : Margine, Moisissures, Identification, Isolement, Physicochimiques.
Abstract

Analyses of the physicochemical and microbiological quality of the Olive mill wastewater (OMW) crushing units of
different regions of Algeria (Bedjaia, Boumerdes and Tizi-ouazou) have shown that the Olive Mill Waste Water (OMW)
studies of the different regions have an acidic pH and are rich in organic matter, which is expressed by the infrared spectrum
the BOD5 and COD. The report COD/BODS is superior to 6 for all regions, which emphasize well a character not easily
biodegradable. Salinity, conductivity, MES MVS MMS and Mox measurements have been determined .in microbiological
level the research and count of germs shows that yeasts and moulds represents the majority flora of the OMW of different
regions. the analyses of the total aerobic mesophilic flora revealed their presence in the 3 regions.
however lactic acid bacteria are absent in the sample of Bedjaia by contribution to other regions .This work has also
showed the total absence of fecal germs ,staphylococci and salmonella in OMW of all regions , which probably signifying
they do not present a sanitary and hygienic problem.

Isolation of molds allows the microscopic and macroscopic identification of 14 genera charactized by the predominance of
Aspergillus and Penicillium , growth on Tween 20 medium as source of carbone on 11 species selected from each region
revealed that Alternaria sp. and aspergillus sp. are the most effective in the assimilation of lipid compounds of OMW. .

Keys words: Olive mill waste water, mold, identification, isolation, physicochemical
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