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Introduction

Introduction

L’industrie oléicole est 'une des activités primordiale pour 'homme a cause de sa
production d’huile d’olive. Elle se concentre principalement dans les pays méditerranéens,

dont la production représente 97% de la production mondiale.

Cette activité engendre en plus de I’huile d’olive deux autres résidus : I'un solide (les

grignons) et Iautre liquide (les margines) (Alburquerque et al. 2004).

En Algérie, ces deux sous produits oléicoles ont peu de valeur économique notamment
les margines qui sont produits en grande quantité. Ces effluents liquides sont rejetés au niveau
des égouts et les cours d’eau sans aucun traitement préalable, ce qui pose un sérieux probleme
pour I’environnement et ’agriculture (Jaouani A et al. 2003). Lié a leur contenu en matieres
organiques représentés essentiellement par des composes polyphénoliques en grande

concentration (3 a 12 mg/l) toxiques et tres difficilement biodégradables (Hamdi, 1991).

Il est donc nécessaire d'approfondir la recherche sur le développement de nouvelles
méthodes et technologies sur le traitement et la valorisation des margines avec divers
procédés applicables physiques, chimiques et méme biologiques par I’intervention des
microorganismes subdivisés en aérobie et en anaérobie, Ces techniques consistent a traiter ces

effluents en vue de réduire leur impact sur I’environnement (Ranalli, 1991).

En effet, ’objectif principal de cette étude est la dégradation des margines par des

moisissures pour cela, nous avons mené une partie théorique constituée de trois chapitres.

Dans le premier chapitre, on a mis en place des généralités sur les moisissures, leurs

classifications et intéréts.
Le deuxieme chapitre concerne les déchets oléicoles plus précisément les margines.

Et le dernier chapitre englobe des différentes techniques pour le traitement des margines.



Chapitre |
LES MOISISSURES
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CHAPITRE 1 : LES MOISISSURES
1. Définition
Les moisissures sont définies comme des microorganismes eucaryotes, hétérotrophes
filamenteux (Nicklin et al, 2000). Leur appareil végétatif est constitué par un thalle
filamenteux, dont les filaments sont ramifiés et cloisonnés que ’on appelle des hyphes. Si le

développement est suffisamment avancé, I’ensemble des hyphes constitue un mycélium

visible a I’eeil nu (Zoubiri, 2012).

2. Principales caractéristiques des moisissures
Les moisissures sont non photosynthétiques, elles sont dépourvues de chlorophylle. Elles
exploitent la matiere organique complexe nécessaire a leur croissance par I’excrétion des
enzymes et des acides puis elles en absorbent les composants assimilés a travers la paroi

perméable de leur appareil végeétatif (Méheust, 2012).

Certainnes sont des parasites des végétaux et des animaux, d’autres vivent en symbiose
avec les plantes, d’autres enfin sont des saprophytes dont la croissance dépend d’un substrat

inerte ou en décomposition (Bourgeois, 1989 ; Leveau et Bouix, 1993).

A maturité, les moisissures ont la capacité de produire des spores qui sont véhiculées par
des courants d’air, ’homme et les animaux. Ces spores sont des organes de résistance
produites lorsque les conditions environnementales sont défavorables telles que les UV, les
hautes températures, la salinité, la sécheresse etc. elles sont des structures de reproduction
invisibles a I’ceil nue qui permettent la dissémination des moisissures, elles représentent une
étape clé de leur cycle de vie (Figure 1). Le diametre de ces structures varie de 2 a 250um,
avec une majorité entre 2 et 20um. La taille, la forme et la couleur des spores varient d’une
espece a ’autre (Méheust, 2012). En présence de conditions favorables de la sporulation, le
mycélium donnera naissance a des structures plus spécialisées, qui produiront des spores
asexuees (conidies) ou, plus rarement, des spores sexuées. Chaque moisissure produit un tres
grand nombre (Méheust, 2012).
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Figure 1 : Cycle de vie de moisissure (Méheust, 2012).

3. Classification des moisissures

Les Eumycetes (les vrais champignons) forment un groupe tres vaste incluant les classes
principales des moisissures (Bourgeois et al, 1989), a savoir les Zygomycetes, les

Ascomycetes, les Basidiomycetes et les Deutéromycetes.

3.1 Zygomyceétes

Ces moisissures possédent un thalle mycélien non cloisonné et des organes de reproduction
sexuée (Guiraud, 1998).
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3.2 Ascomycetes
Les Ascomycetes sont des champignons caractérises par un thalle mycélien cloisonné, dont
le mode de reproduction est sexué avec des spores endogénes (ascospores). Cette classe
regroupe de nombreux parasites des végétaux mais aussi de nombreuses moisissures
(Guiraud, 1998).

3.3 Basidiomycétes
Elles regroupent seulement certaines moisissures parasites. Elles sont caractérisées par un
thalle a mycélium septé et une reproduction sexuée avec la formation de spores exogenes
(basidiospores) (Botton et al, 1999).

4. Conditions de développement des moisissures

Différents parametres environnementaux ont un effet sur la croissance fongique, les
facteurs biotiques comprises la viabilité des spores, la nature des especes fongique et le
phénomene de compétition entre les champignons et avec les autres organismes. Aussi les
facteurs abiotiques physiques et chimiques influencent le développement des moisissures
(Méheust, 2012).

4.1 Conditions physicochimiques
La majorité des moisissures sont des mésophiles, elles sont capables de se développer entre
25° C et 35° C (Botton et al., 1999 ; Julien, 2002), et dans une zone de pH de 4,5 — 8,0
(Botton et al., 1999) en tolérant une AW située entre 0,85 et 0,99 (Pitt et Hacking 1997).

La lumiére n’a pas un effet primordial sur la croissance végétative des moisissures mais
elle peut agir notamment sur la sporulation. La plupart des moisissures n’exigent pas de

lumiére pour leur croissance, ni pour la germination de leurs spores (Botton et al., 1999).

4.2 Eléments nutritifs
Les moisissures sont des microorganismes hétérotrophes, exigeant la présence des
éléments nutritifs de base qui assure leur croissance comme le Carbone. Tous les composés
organiques sont utilisés comme source de Carbone (Davet, 1996) ; Le glucose, le fructose, le
4
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mannose, le galactose, le maltose, le saccharose, I’amidon et la cellulose représentent les
sucres les plus utilisés (Djabali, 2012). La majorité des moisissures assimilent I’ammoniaque
sous forme de sels (NHs) dont la présence réprime I’utilisation d’autres sources azotées
(nitrate, acides aminés, protéines) (Boiron, 1996).

La présence des ions minéraux et des métaux est nécessaire dans les milieux de cultures
pour la croissance et la reproduction de plusieurs espéces fongiques, il s’agit essenticllement
de sulfate, de magnésium, de potassium, de sodium et de phosphore, leurs concentrations se
différent d’une espéce a une autre (Uchicoba et al., 2001).

Les moisissures ont des besoins de vitamines préformées, comme la thiamine et de la

biotine, ainsi que des stérols, de la riboflavine, de I’acide nicotinique et folique (Laib, 2011).

5. Intéréts des moisissures
5.1 Intérét alimentaire

Les Aspergillus et les Penicillium jouent un réle primordial en biotechnologie gréace a leur
aptitude a produire de grandes quantités d’enzymes extracellulaires tels que les protéases,
amylases, lipases et pectinases utilises dans de nombreux processus industriels y compris la
fabrication de produits de boulangerie, I'industrie de I'amidon, les jus et dans les produits
laitiers (Guiraud, 1998 ; Guiraud et Rosec, 2004). Ainsi, des souches sélectionnées sont
utilisées dans la fabrication du Roquefort (Penicillium roquefortii) ou du Camembert

(Penicillium camembertii) (Delarras, 2007).

5.2 Intérét pharmaceutique

Certaines moisissures sont utilisées pour la production d’antibiotiques telle que la
découverte de I’activité antibiotique trés importante de la pénicilline (Filtenborg et al., 1996).
Selon (Boutibonnes et al.,, 1984), les toxines secrétées par quelques moisissures
s’accompagnent également d’un pouvoir antibactérien qui s’exprime préférentiellement sur

des especes du genre Bacillus. La vitamine A aussi pourrait faire 1’objet d’une production
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microbiologique par les champignons notamment les espéces de I’ordre mucorales (Botton et

al., 1999).

5.3 Intérét environnemental

5.3.1 Biodégradation de plastique

Le champignon Aspergillus tubingensis peut décomposer le plastique non biodégradable en
quelques semaines, en sécrétant des enzymes qui séparent les molécules individuelles.
Aspergillus tubingensis, a été découvert sur des échantillons de sol recueillis sur un lieu

d’enfouissement d’ordures au Pakistan (chongwang, 2017).
5.3.2 Les bio-pesticides

L’utilisation intensive et déraisonnable des pesticides chimiques conventionnels, ont
encouragé la recherche de méthodes alternatives comme les régulateurs de croissance des
insectes ou les biopesticides. Parmi les especes utilisées dans la lutte biologique contre les
ravageurs des cultures et les vecteurs de maladies, il y a les champignons entomopathogenes
(Papierok et Hajek ; 1997) qui jouent un role important dans la régulation naturelle des
populations d’insectes (Wraight et Roberts, 1987; Ferron, 1978).

Ils appartiennent au sous-taxon des Mastigiomycotina, Zygomycotina, Ascomycotina et
Deuteuromycotina. Les plus utilisées en lutte biologique proviennent des Deuteromycetes.
Les especes des genres Entomophtora et Entomophaga sont les plus utilisées en lutte
biologique (Wraight et Roberts, 1987; Goettel, 1992).

5.4 Biocarburants

Les biocarburants sont des sources énergétiques issues des matériaux biologiques qui les
distinguent des autres sources d’énergie non fossiles (Scragg et Alan, 2009). Certaines
moisissures sont utilisées pour la synthése d’enzymes telles la maltase et la dextrinase servant

a transformer le maltose et I’amidon en alcool (Rhizopusoryzae). Ce processus de
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fermentation alcoolique est rencontre dans la fabrication de 1’alcool de riz en Asie (Shapaval
et al., 2013).

L’espéce Trichoderma reesei est un bon producteur d’agrocarburants il pourrait par
exemple produire des divers enzymes qui sont purifiées seraient ajoutées a une décoction de
déchets organiques. Les sucres produits seraient alors transformé facilement en éthanol,
autrement dit en biocarburant utilisable dans un moteur a essence (Goudet, 2008).

5.5 Bioremediation
L’utilisation des champignons comme agents de bioremédiation « Mycoremédiation » fait
I’objet de travaux de recherche du fait du potentiel de leurs enzymes oxydantes dans la

transformation enzymatique de polluants dans I’environnement (Cerniglia, 1992).

Les champignons sauvages comestibles peuvent jouer un rdle trés important dans le
domaine de la dépollution. Par exemple, certaines especes peuvent étre utilisées en
accompagnement de la phytoremeédiation ou en association épuratrice (Ene, Popescu et al.,
2010) avec divers micro-organismes. Elles s‘averent en effet capables de remarquablement
bien de bioconcentrer les métaux ou radionucléides du sol (Kalac et Svoboda, 2000). Les
recherches ont montré que Armillariella mellea, un champignon comestible et médicinal
possede un potentiel immuno-modulateur et peut étre utilisé avec succes (Kim, Jintaek et al.,
2008).

Les hydrocarbures polycycliques aromatiques (HPA), composes extrémement nocifs pour
I’environnement en raison des pouvoirs toxiques, mutagenes et cancérogenes, constituent une
classe de polluants particulierement répandus dans le sol. Parmi les méthodes de réhabilitation
des sols contaminés par les HPA, la bioremédiation par Fusarium solani, un champignon

imparfait ou Deutéromycéte, capable de dégrader efficacement une large gamme d’HPA

(verdin et al, 2004).

La transformation commerciale de la tomate pour les jus, la pate et/ou de ketchup produit
une grande quantité de déchets (Sogi et al., 2003). (Carvalheiro et al., 1994) ont réalisé la
bioconversion des déchets de tomate par des cultures mixtes de Trichoderma reesei et
Sporotrichum sp. Aussi le lactosérum liquide était souvent traité comme un déchet tandis
qu’aujourd’hui on le considére comme un sous-produit utile de la production laitiére (Nakais

et Modler, 2000). Aspergillus niger est capable de produire la cellulase (Leghlimi, 2004),
7
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Penicillium camemberti a permis la production des protéases (Jollivet et Belin, 1993) par

[’utilisation de lactosérum comme milieu de base.



CHAPITRE I

LES MARGINES
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CHAPITRE 2 : LES MARGINES

1. Oléiculture

Le patrimoine oléicole mondial compte actuellement environ 750 millions d’oliviers
cultivés sur une superficie de 9,23 millions d’hectares. Les pays méditerranéens comptent 715
millions d’oliviers sur une superficie d’environ 8.16 millions d’hectares (El Hajjouji, 2007).
La production d’huile d’olive de ces pays représente 94% de la production mondiale, dont

I’ Algérie fait partie avec un climat plus propice a la culture de I’olivier (COI, 2015).

2. Procédé d’extractions d’huile

On désigne par huile d’olive vierge toute huile extraite du fruit de 1’olivier uniquement par
des procédés mécaniques ou d’autres procédés physiques et dont des conditions, notamment
thermiques, n’entrainant pas 1’altération de I’huile. Autrement dit, il ne doit avoir subi aucun
autre traitement que le lavage, la décantation, la centrifugation et la filtration (Benyahia et
Zein, 2003). La nature du sol et des facteurs climatiques, les techniques utilisées tant sur le
terrain qu'a I’huilerie auront une influence marquante sur la qualité du produit final. La
dénomination des huiles d'olive repose sur leur qualité et fait I'objet d'une norme élaborée par

le Conseil oléicole international (sitewebl).

2.1 Procéde d'extraction discontinu (par pression)

La pression est le procédé d’extraction de I’huile le plus ancien. La pate est répartie en
couche sur des scourtins, disques en fibre naturelle ou synthétique, faisant office d’armature et
permettant la filtration lors de la pression. Ces disques sont empilés les uns sur les autres pour
étre ensuite pressés. On obtient deux phases: une liquide, I’huile et ’eau de végétation
(margines), et I'autre solide, les grignons (pulpe et noyaux) qui reste entre les scourtins
(Figure2). Les presses utilisées de nos jours sont des presses hydrauliques (Benyahia et
Zein, 2003).
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2.2 Procédeé d'extraction continu (par centrifugation)

Une fois cueillies, les olives sont triées afin d’éliminer les brindilles et feuilles puis lavées
a I’eau froide. Les olives et leurs noyaux sont ensuite broyés a ’aide d’un broyeur métallique
(a marteaux, disques dentés ou cylindres stri€s) et aboutissent a la formation d’une pate. Pour
faciliter I’extraction de I’huile, ce type de broyage doit étre complété par un malaxage, étape
permettant de réunir en une phase continue les gouttes d’huiles dispersées dans la pate
(Benyahia et zein, 2003). Enfin ’huile d’olive est extraite en continu par une centrifugation
horizontale et une centrifugation verticale. La centrifugation horizontale peut séparer la pate
en trois phases (huile, margines et grignons) et la verticale en deux phases (huile et pate
plastique) s’il n’y a pas d’injection d’eau (Benyahia et zein, 2003).

2.2.1 Systeme continu a trois phases

La séparation huile/masse se fait par centrifugeuse horizontale appelée décanteur qui
effectue un travail continu. Trois phases sont obtenues: I'huile, le margine et le grignon
(Figure2) (Paredes, roig et al., 1999).

2.2.2 Systeme continu a deux phases

Ce procédé ne nécessite pas 1’ajout d’eau pour la séparation des phases huileuse et solides
contenant le grignon et les margines. Ces systémes permettent d’extraire une huile d’olive de
bonne qualité sans production d’effluents d’huileries d’olive (Figure2). Son seul inconvénient

est la production de grignon humide (Roig et al., 2006).

3. les sous-produits de I'extraction

La culture de l'olivier et la production d'huile d'olive en région méditerranéenne, a forte
valeur culturelle et patrimoniale, représentent environ 97% de la production mondiale. Cette
production s'accompagne de l'apparition de sous-produits: restes de taille des oliviers,
grignons, qui est la phase solide composee essentiellement de lignine (31%), d'hémicellulose
(24%), de cellulose (14%) de matieres grasses (11%) de protéines (6%) de sucres solubles
(6,5%), de phénols solubles (1,5%) et de nombreux sels minéraux et 6% de matiére seche

(Alburquerque et al. 2004) et margines, qui sont la phase aqueuse.

10
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4. Les margines

Cet effluent est caractérisé par une coloration noiratre qui varie selon son état de
dégradation (Hamdi, 1993). Des études de toxicité et de biodégradabilité de ces margines ont
montré que la toxicité est due a la fraction soluble et que les composés phénoliques de type
anthocyanes et monomeres aromatiques sont tres toxiques mais biodégradables. Par contre,
les composés phénoliques responsables de la coloration noire sont peu toxiques et trés
difficilement biodégradables (Hamdi, 1991).

' ! !

Processus continu par Processus continu par Processus continu par
pression( Traditionnel) centrifugation a tros phases centrifugation a deux phases
‘, 1 1
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Figure 2: Processus d’extraction de 1’huile d’olive (Morillo et al., 2009).

4.1 Caractéristiques microbiologiques

Dans les margines d’olive, seuls quelques microorganismes sont capables a se développer,
précisément ce sont les moisissures et les levures qui se composent essentiellement de
Aspergillus flavus, Aspergillus candidus, Penicillium negrican et Alternari ainsi que

Trichosporium cutaneium, Cryptococcus albidus, Rhodotorulasp, Candida sp et
11
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Saccharomyces sp. La flore bactérienne est représentée par les bactéries qui résistent aux
polyphénols particulierement les bactéries a gram négatif ; Pseudomonas sp et Bacillus
megaterium (Aissam, 2003).

Dans la majorité des cas il y a absence totale des microorganismes pathogénes, et ils ne
posent donc aucun risque hygiéniquo-sanitaire (Ramos et al, 1996). Le pouvoir antimicrobien
des margines est le résultat de I’action exercée par lescomposés phénolique et les pigments
bruns ou catéchol-mélaninique (Hamdi et Ellouz., 1993).

4.2 Caractéristiques physico-chimiques

Les margines ont une couleur brun a brun-rougeétre, d’aspect trouble (Mebirouk, 2002).
Ces effluents ont une forte charge saline et sont trés acides, riches en matieres organiques et
en polyphénols peu biodegradables (Ait Baddi et al., 2003). Ces eaux sont caractérisées par
un pH de 4,5 a 5 et une conductivité de ’ordre de 10 ms/cm, due surtout aux ions Potassium,
Chlorure, Calcium et Magnésium. La DCO (demande chimique en oxygene) peut varier de
50 a 220g/l (Anderson et al., 2003).

4.2.1 La fraction organique des margines

La fraction organique des margines a une composition trés complexe et hétérogene
comprenant les glucides, les composés azotés, les vitamines, les composés lignocellulosiques
et les pectines; qui jouent un role important dans la texture des olives et représentent

respectivement environ 3 % et 0,6 % du poids de la pulpe fraiche (site web2).

Outre, la cellulose et la pectine issues de la pulpe d'olives (Fernandez Diaz, 1983),
plusieurs autres sucres simples sont présents: raffinose, mannose, saccharose, glucose,
arabinose et xylose (Salvemini, 1985). Tandis que la fraction azotée est principalement
représentée par des protéines, les plus abondants sont les acides aspartique et glutamique, la
proline et la glycine (Salvemini, 1985). En ce qui concerne les vitamines, plusieurs ont été
identifiées dans les margines notamment les vitamines du groupe B et la vitamine B3

(également appelée vitamine PP) avec une concentration de 124 mg/kg (Salvemini, 1985).

Concernant les acides organiques, on note que les principaux acides rencontrés dans les
margines sont les acides fumarique, glycérique, lactique, malique et malonique (Fiestas Ros

de Ursinos, 1981; Salvemini, 1985). Alors que la concentration d'huile résiduaire dans les
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margines est trés variable selon le processus d'extraction; I'acide oléique est l'acide gras le
plus abondant (65 %).

4.2.2 Fraction minérale des margines

Les margines contiennent des quantités significatives de sels minéraux, leur teneur varie de
4 a 42 g/L pour celles issues de I’extraction par pression et 0,4 a 12,5 g/L pour celles de
centrifugation (COI, 2008). Le tableau suivant montre les valeurs minimales et maximales
des minéraux et des métaux lourds déterminées sur les margines issues de deux systemes

d’extraction de ’huile.

Tableau 1: Valeurs minimales et maximales des minéraux et métaux lourds déterminées

sur les margines issues de deux systémes d'extraction de 1’huile (COI, 2008).

Procédé¢ d’extraction de I’huile
Eléments (g/L) Pression Centrifugation

Potassium 1500-5000 630-2500

Calcium 58-408 47-200

Sodium 38-285 18-124

Magnésium 90-336 60-180

Fer 16,48-86,40 8,80-31,50
Manganése 2,16-8,90 0,87-5,20

Cuivre 1,10-4,75 1,16-3,42

5. Composes phénoliques

La couleur des margines dépend de 1’état de dégradation des composés phénoliques et des
olives dont elles dérivent (Hamdi et Ellouz, 1993). Les composés phénoliques des margines
sont trés divers et leur structure est trés variable. Ils proviennent de I’hydrolyse enzymatique
des glucides et des esters de la pulpe d’olive au cours du processus d’extraction. Ils sont plus
solubles dans les eaux de végétation, c’est pour cela leur concentration est importante dans les

margines (Ranalli, 1991). La teneur en composés phénoliques des margines dépend du
13
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systéme d’extraction de 1’huile d’olive (Annaki, Chaouch et al., 1999). En général, elle varie
entre 3 et 12 g/l (Jaouani, Sayadi et al., 2003).

5.1 Types de composés phénoliques

5.1.1 Les monomeres phénoliques

Dans les margines plusieurs monomeres aromatiques ont été identifiés. Ils sont représentés

essentiellement par des acides et des alcools phénoliques.

5.1.1.1 Les acides phénoliques

Ce sont les monomeéres les plus abondants dans les margines, Les principaux monomeres
sont : acide cinnamique (105 mg/L), acide p-coumarique (117 mg/L), acide caféeique (140
mg/L), acide férulique (95 mg/L), acide vanillique (20 mg/L) (De Marcoetal., 2007).

5.1.1.2 Les alcools phénoliques

Les principales molécules des margines sont le tyrosol (4-hydroxyphenylethanol) a
uneteneur de 210,6 mg/L et I’hydroxytyrosol (3,4- dihydroxyphenylethanol) & une teneur de
315,9 mg/L (De Marco et al., 2007).

5.1.2 Les polymeres phenoliques

Plusieurs polyphénols sont identifies :
5.1.2.1 Les flavonoides :

Sont des substances généralement colorées, (flavus : jaune en latin) (Aruoma et al., 2003)
1l a été montré que les margines contiennent un ensemble de flavonoides tels que:
lutéoline-7-glucoside, I’hespéridine, la catéchine, les glycosides de cyanidine (Ghedira,
2005).

Les flavonoides sont les composants les plus abondants parmi tous les composés
phénoliques, ils intervient dans la pigmentation des fleurs et les processus de défense contre

les rayonnements UV et les attaques microbiennes (Noipa, Srijaranai et al., 2011).
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5.1.2.2 Les tannins

Leur structure est trés complexe, leur concentration peut atteindre 12 g /I. lls sont classés
conventionnellement en tanins hydrolysables et tanins condensés (Macheix et al., 2005).

6. Effet biologique des phénols

Les composés phénoliques jouent un réle important dans la santé humaine en raison de
leurs activités pharmacologiques diverses comme anti-inflammatoires, anti-allergiques,
antimicrobiens, antivirals, anticancéreux, cardioprotectives et vasodilatoire (Middleton et al.,
2000 ; Ksouri et al., 2007). En outre, ils peuvent prévenir la modification oxydative par
neutralisation des radicaux libres, piégeage de I’oxygene ou décomposition des peroxydes par

I'intermédiaire de leurs activités antioxydantes (Nijveldt et al., 2001).

Ainsi les composés polyphénoliques sont utilisés en thérapie (Crozier et al., 2004). Les
polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques dans la qualité
alimentaire, impliqués lorsque la plante est soumise a des blessures mécaniques. La capacité
d’une espéce végétale a résister a I’attaque des insectes et des microorganismes est souvent

correlée avec la teneur en composés phénoliques (Bahorun, 1997).

7. problemes liés aux margines

Le rejet des effluents des industries productrices d’huiles d’olive est un probléme majeur
surtout dans les pays du bassin méditerranéen. Ces eaux fortement polluées causent de sérieux
dégats environnementaux. L’absence de méthodes de traitement adaptées pousse les
propriétaires de moulins a huile a rejeter ces eaux dans la nature sans aucun contrdle ou a
surcharger avec ces substances toxiques un réseau d’égout non adapté (Benyahia et zein,
2003).

7.1 Pollution des eaux

Les margines sont peu dégradables a cause des substances phytotoxiques et
antimicrobiennes (phénols, acides gras volatiles, insecticides, etc.) qu’elles contiennent
(DAGGA et ABU et al.,, 2003). Les margines sont le plus souvent rejetées dans des

récepteurs naturels, des cours d’eau, sans aucun traitement préalable et nuisent fortement a la
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qualité de ces eaux de surfaces. La tres forte charge en matiéres organiques empéche ces eaux

de s’auto-épurer et la pollution peut s’étendre sur de trés longues distances (Mebirouk, 2002).

7.2 Pollution des sols

Epandues sur les sols, les margines diminuent la qualité des sols. Les substances toxiques
contenues dans ces eaux se fixent dans les sols. Certaines de ces substances telles que les
phénols peuvent inhiber I’activité microbienne du sol, d’autres, des résidus de pesticides

notamment, sont nocifs aux plantes (Benyahia et zein, 2003).

7.3 Pollution de I’air

Les margines sont des eaux considérées trés polluantes car fortement chargées en matieres
organiques. Les mauvaises odeurs, introduites par les margines, provoquent une pollution

considérable de I’air par les gaz produits surtout lors du traitement (lacomelli, 2000).

8. Valorisation des margines

8.1 Fertilisants

De par leurs teneurs élevées en minéraux les margines peuvent étre utilisées comme
fertilisant. Elles apportent, selon (Fiestas Ros de ursinos, 1982) de 3,5 a 11 kg de K20, 0.6 a
2 kg de P205 et de 0,15 kg a 0,5 kg de MgO par métre cube. L’utilisation des margines n’est
pas sans risque, elle peut provoquer une salinité, acidité élevée et effets phytotoxiques
(Nefzaoui, 1991).

8.2 Obtention de biogaz

L’application du processus de la digestion anaérobie des margines permet de transformer
environ 80% des substances organiques en biogaz (65 a 70% de méthane) (Khoufi et al.,
2006).
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8.3 Production d’antioxydants

Il s’agit, en particulier de la récupération des composants aromatiques, phénoliques et des
solutions glucides. Les extraits phénoliques obtenus ont été comparés aux antioxydants de
synthése les plus connus le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluéne (BHT) dans
des essais de résistance a ’oxydation. Il a été constaté que 1’addition de I’extrait des margines
protége de I’oxydation I’huile de maniére plus efficace que 1’addition du BHA. La fraction
des margines dépourvue de ces composants phénoliques et aromatique peut étre utilisée pour
la de biomasses (Nefzaoui, 1991).

Aussi parmi les composés phénoliques les plus extraits on distingue ’acide caféique, le
tyrosol et I’acide 4-hydroxy-benzoigue. Tous ces composés sont caractérisés par une forte
activité antioxydante et sont, par conséquent, d'un grand intérét dans le domaine cosmétique
et industries pharmaceutiques et dans la transformation des aliments. Apres filtration pour
éliminer les solides en suspension, tous les composés d'un intérét potentiel peuvent étre
récupérés par des procedés physico-chimiques tels que I’ultrafiltration, nanofiltration et

I’osmose inverse (Saladinoetal., 2001).

9. Dégradation des margines

Suite aux impacts des margines sur I’environnement, plusieurs chercheurs ont choisi la
voie du traitement et de la valorisation des margines afin de limiter leurs pollution. Ces
applications dépendent principalement des caractéristiques physico-chimiques et

microbiologiques de ces effluents (Zenjari, El Hajjouji et al., 2006).

9.1 Traitement aérobie

Le traitement aérobie (bioremédiation) consiste a dégrader par voie biologique les
polluants organiques présents dans la margine, du aux microorganismes qui consomment
I’oxygeéne dissout dans 1’eau en modifiant I’équilibre naturel. Plusieurs études qui ont été
réalisées a l'aide de microorganismes ont eu la capacité de se développer en aérobie sur des
margines afin de réduire la charge organique initiale des polyphénols (Hamdi et al., 1991;
Borja et al., 1995).
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9.2 Traitement anaérobie ou bio-méthanisation

C’est un procédé biochimique de fermentation dans lequel les substances organiques telles
que les protéines, les lipides ou les hydrates de carbone sont dégradées par fermentation, ce
traitement demande peu d’énergie et produit peu de rejets que le traitement biologique aérobie
(Amrani et Bendidi, 2014). Les microorganismes dégradent la matiére organique avec une
séquence deconversion biochimigque au méthane et au dioxyde de carbone (Angelidaki et al.,
2011). Ces traitements anaérobies permettent de réduire la consommation en énergie et la
production des boues, et delimiter les dégagements de mauvaises odeurs. Par contre, ils sont
aussi tres limités a cause de la toxicité élevée des composés phénoliques et des tanins, de la
faible biodégradabilité¢ des polymeres de couleur foncée et de I’acidification des réacteurs

(Rober et al., 1999).

9.3 Le compostage

Est I'une des principales technologies pour recycler les margines et les transformer en
fertilisants (Roig et al., 2006). Durant le compostage, les microorganismes autochtones assimilent
en aérobiose les composés de carbone organique tels que les protéines, les acides amineés et les
peptides en CO2, eau, sels minéraux et des matiéres organiques stables contenant des substances

de type humiques (Senesi, 1989).

9.4 Traitement fongique

Une fermentation de ces margines par des levures permet de réduire la pollution par
dégradation de la majorité des matiéres organiques et diminuer le niveau de DCO avec
production de biomasse et des enzymes (De Felice et al., 1997). Les margines peuvent étre
aussi dégradéees par des champignons blanc Lentinula, Pleurotus et Aspergillus sp par
I'élimination des composés phénoliques simples, provoquant une réduction de la coloration

des margines (McNamara et al., 2008).
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CHAPITRE 3 : TRAITEMENT DES MARGINES PAR LES
MOISISSURES

1. La Fermentation

Selon Dochain (2001) un procédé de fermentation peut étre défini comme la croissance de
micro-organismes (bactérie, levure, champignon...) par la consommation de substrats
(oxygene, azote, phosphore...), Cette croissance n’est possible qu’en présence de conditions
physico-chimiques (pH, température, agitation,...) favorables nécessaires a une bonne activité
des micro-organismes. Ces microorganismes sont utilisés comme moyen de fabrication de
biomolécules comme les enzymes, les acides organiques, les meétabolites secondaires et la

biomasse.

2. Types de fermentation

2.1 Fermentation solide ou Solid-State Fermentation (SSF)

La fermentation en milieu solide est généralement définie comme une croissance
microbienne sur des particules solides humides, qui jouent le réle d’un support physique et
source de nutriments en I'absence (ou quasi absence) d'eau libre. La quantité d'eau dans cette
matrice solide doit étre suffisante pour la croissance et le métabolisme des micro-organismes
(Mitchell et al., 2002).

Une large gamme de matériaux solides est utilisée classés en deux grandes catégories: les
matériaux inertes, qui n’agissent que comme un lieu de fixation pour le matériel biologique
(microorganismes) et matériaux non inertes, qui ne fonctionnent pas, seulement, comme un
lieu d'attachement, mais fournissent aussi, des nutriments aux microorganismes (Pandey et
al., 2000 ; Rodriguez-Couto et Sanroman, 2006).

Parmi les différents groupes de micro-organismes utilisés dans SSF, les champignons
filamenteux, qui sont les espéces les mieux adaptées, indiquées dans plusieurs recherches et
applications pratiques. Ceci est di a leur capacité a croitre sur des surfaces de substrats
variables et de pénétrer dans les espaces inter-particulaires des substrats solides, tandis que les
bactéries et les levures sont largement cultivées dans SMF (Viniegra ; Gonzalez et Favela-
Torres, 2006).
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2.2 La fermentation liquide ou Submerged fermentation (SmF)

Il s'agit d'une technique dans laquelle les microorganismes sont en suspension dans un
milieu liquide contenant les éléments nutritifs dissous. Elle consiste a utiliser des substrats
liquides libres, tels que les mélasses et les bouillons. Les substrats sont utilisés rapidement par
les microorganismes pour produire différentes molécules bioactives (Colla et al., 2010 ;
Subramaniyam et Vimala, 2012 ; Salihu et al., 2012). Cette technique est mieux adaptée
pour les microorganismes qui nécessitent une haute teneur en humidité tels que les bactéries

(Subramaniyam et Vimala, 2012).

3. Traitement des margines en culture liquide
Selon (Elasri et Afilal., 2016), la fermentation des margines brutes est impossible pour
plusieurs raisons dont essentiellement le pH acide. Pour cette raison deux solutions sont
envisagées soit 1’utilisation d’un autre substrat en co-digestion (fumier de vache, fientes,
déchets ménagers, algues), soit 1’utilisation d’une solution minérale permettant d’ajuster le

pH et d’assurer tous les besoins minéraux pour les microorganismes lors de la fermentation.

3.1 Traitement anaérobie des margines (Lit de boues a filtre anaérobie)

Le principe de ce traitement est la tendance des micro-organismes anaérobies a se fixer aux
matériaux inertes en suspension (le sable, le carbone en poudre, les silicates...). Ce qui permet
d’éviter la perte de micro-organismes qui peuvent atteindre des temps de résidence élevés.
Ainsi, I’épuration est réalisée grace a la forte concentration en bactéries. Les rendements de la
production du méthane obtenus avec les filtres anaérobies traitant les margines ont été tres
proches des valeurs théoriques (Rigoni-Stern et al., 1988). En effet, la méthanisation par le
filtre anaérobie permet un démarrage plus court et une meilleure stabilité que celle du

processus contact-anaérobie (Hamdi et Garcia, 1991).

Malheureusement, les résultats du traitement anaérobie restent toujours non satisfaisants,

puisque une fraction considérable de composés phénoliques persiste dans 1’effluent traité

(Borja et al., 1995 ; Beccari et al., 1996, 1998).
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3.2 Traitement aérobie des margines

Plusieurs études ont été réalisées sur le traitement aérobie des margines, par des cultures
pures de micro-organismes tels que Azotobacter chroococcum, Azotobacter vinelandii, et
Pleurotus ostreatus (Hamdi et al., 1991 ; Sayadi et Ellouz, 1992; Martirani et al., 1996).

Les tests de toxicité réalisés sur les microtox et sur la germination de quelques plantes ont
montré une diminution de la toxicité des margines traitées par ces micro-organismes (Hamdi
etal., 1993 ; Martirani et al., 1996 ; Ehaliotis et al., 1999 ; Kissi et al., 2001).

4. La mycodégradation des margines

Le rejet non contrdlé des margines constitue un probleme environnemental pour les pays
du bassin méditerranéen. L'épandage de ces effluents des huileries d’olive sur les sols
agricoles a généralement des effets positifs (Di Giovacchino, Basti et al., 2001 ; Lombardo
Briccoli Bati et al., 1993 ; Yaakoubi, Chahlaoui et al., 2009) sur la productivité des
cultures, sur les caractéristiques du sol, a cause de la richesse de ces déchets en matiere

organique (Galli, Pasetti et al., 1997) et en sels minéraux.

Ces déchets organiques sont susceptibles d’étre dégradées par les microorganismes en
minéralisant la matiere organique par voie aérobie (Borja, Banks et Alba 1995;
Gharsallah, Labat et al., 1999 ; Hajjouji, EI Hajjouji et al., 2008 ; Hamdi et Garcia,
1991).

Garrido Hoyos et al., (2002) ont obtenu une élimination de 65,77 % de DCO des
margines traitées en aérobiose avec Aspergillus terreus. Funalia troggi permet d'éliminer 70
% de la DCO et 93 % des phénols, alors que Coriolus versicolor permet une réduction de 63
% de la DCO et 90 % des phénols. Tandis que Vinciguerra et D’Annibale, (1995) ont
obtenu par traitement aérobie avec Lentinus edodes une réduction de 75 % du carbone
organique total, 66 % des phénols totaux et une décoloration de I’ordre de 45 % aprés 4 jours

d’incubation.

En isolant des souches capables de dégrader les tanins, (Ikeda et al., 1972) ont montré
qu'Aspergillus niger reste le microorganisme le plus efficace. Ces mémes auteurs ont noté que

les tanins peuvent étre plus ou moins dégradés par des bactéries et des champignons comme
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Saccharomyces cerevisiae, Mycotorula japonica et Penicillium glaucum. De leur coté des
souches de Phanerochaete chrysosporium ont diminué le taux des polyphénols de 83 % apres
12 jours d’incubation (Fadil, Chahlaoui et al., 2003).

5. La Myco-valorisation des margines.

L’usage des microorganismes pour la production des protéines d’organismes unicellulaires
peut étre considéré comme un prétraitement pour les eaux résiduelles a charge organique
¢levée, permettant d’obtenir d’une part, une diminution de 50 a 70% de la charge polluante et
d’autre part, une biomasse protéique qu’on peut utiliser pour I’alimentation animale (Zenjari,

2000).

Les composés phénoliques des margines sont toujours susceptibles d’étre dégradés par les
micro-organismes (Borja et al., 1992), ou par les enzymes d’origine microbienne (Tien et
Kirk, 1984) comme pour la production des laccases par la culture de deux champignons
Coriolus versicolor et Funalia trogii sur les margines a été étudiée (Kahraman et Yesilada,
2001). Cette étude a montré que I’addition des tiges du coton augmente significativement
I’activité laccase (phénol oxydase). D un autre coté les espéces de champignons lipolytiques,
telles que Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Candida cylindracea, ont la capacité a se
développer sur des margines non dilué et de produire une lipase extracellulaire (Annibale et
al., 2006). d'Aspergillus niger est aussi utilisée pour traitement enzymatique des sous
produits d'huile d'olive utilisant son jus de culture enrichie d'estérase cinnamoyl a été testé
avec sa possibilité de libération de composés phénoliques simples et exceptionnellement
I'hydroxytyrosol (Bouzid et al., 2005).
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Conclusion

Notre étude théorique s’intéresse principalement a évalué la dégradation des margines par
les moisissures. Pour cela, on a donné des genéralités sur ces microorganismes, leurs
classifications, caractéristiques ainsi que leurs intéréts essentiellement vis-a-vis
I’environnement. La production d’huile d’olive ou I’extraction de ce dernier s’effectue par
deux systémes qui sont : un systeme de presse (procédé discontinu) et un systeme de
centrifugation (procédé continu). Cette production s'accompagne de l'apparition de sous-

produits solide (grignons), liquide (margines) qui est I’objectif de notre recherche.

La caractérisation microbiologique a permis de dévoiler une charge microbienne
importante des margines essentiellement les champignons et les levures, et dans la majorité
des cas il y a absence totale des microorganismes pathogenes, et ils ne posent donc aucun
risque hygiéniquo-sanitaire. Alors que 1’étude physico-chimique effectuée sur ces margines a
montré une forte pollution organique manifestée particulierement par les composés

phénoliques.

Le rejet de ces effluents liquide sans control est un probléme majeur surtout dans les pays
du bassin mediterranéen. Ces eaux fortement polluées causent de sérieux dégats

environnementaux.

Notre recherche bibliographique a démontré qu’il existe de nouvelles méthodes et
technologies pour le traitement et la valorisation des margines afin de limiter leurs pollution.
En effet le traitement biologique a une bonne efficacité dans la dégradation des margines avec
I’'usage des microorganismes en aérobiose ou en anaérobiose en éliminant leur charge
polluante, ainsi que par la production des métabolites secondaires (par exemple les enzymes)

des moisissures dans la valorisation de ces margines.

En perspectives, il serait intéressant d’explorer les voies de recherches suivantes :
v il est indispensable d’identifier les différents composants phénoliques présents dans les
margines ainsi que leur structure afin d’élucider le rapport structure et activité biologique.
v" Prospecter d’autres voie de valorisation des margines afin d’éliminer le maximum de
ces margines.

v" Etudier Iimpact des margines sur la microflore du sol et sur les cultures agricoles.
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Conclusion

v" les recherches montrent aussi qu’il faudrait s’orienter vers I'utilisation de techniques
de production plus appropriées, comme des procédés d’extraction d’huile continus a 2 phases,
au lieu de 3 phases. De tels systémes permettent non seulement d’économiser de I’eau (moins

d’eau injectée avant extraction) mais aussi de réduire les quantités de margines produites.
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Résumé

RESUME

L’industrie oléicole consiste a obtenir de I’huile a partir du pressage des olives, génére de
grandes quantités de sous-produits avec une phase liquide (les margines) et une autre solide
(les grignons). Ces derniers sont réutilisés en agriculture et en industries, alors que les
margines sont rejetées directement dans les réseaux d’évacuation sans aucun traitement
préalable ce qui risque d’impacter négativement I’air, le sol et le systéme aquatique, Leurs

effets nocifs sont dus principalement a leurs composés phénoliques.

Notre présente étude théorique s’intéresse essentiellement a trois principaux points : les
moisissures, leurs principales caractéristiques et leurs intéréts. Ensuite, les déchets oléicoles
(les margines) qui sont les sous-produits de I’extraction de I’huile d’olive ainsi que leurs
propriétés microbiologiques et physicochimiques. Pour enfin développer I’aspect protection
environnementale et préservation de la nature de tout danger pouvant nuire a I’écosysteme
causé par les margines. Dans cette derniére partie nous exposons d’une part, la méthode de
traitement appropriée a cet effet (aérobie et anaérobie) la plus répandue afin d’éliminer les
composés toxiques des margines, en utilisant les moisissures sur culture liquide et d’autre
part, la valorisation de ces déchets pour s’inscrire finalement a une démarche d’économie
circulaire permettant de produire les protéines d’organismes unicellulaires, les enzymes et les
produits phénoliques généres par cette opération.

Mots clés : Moisissures, Déchets oléicoles, Margines, Traitement, Valorisation
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Résumé

Abstract

When the factories process the grains of olives, in addition to the olive oil a large
quantities of byproducts is being extracted, such as olive pomace (solids) and peat (liquid
materials). As the pomace is used as an organic fertilizer by adding it directly to the crops,
the peat on the other hand is being dumped into waterways, which causes damage to the
ground, air and water due to the presence of phenolic compounds.

This theoretical study aims to address 3 basic points first, fungi, their characteristics and
importance. Secondly, olive waste (peat), which represents the by-products from the olive
squeeze process and its microbiological characteristics as well as the physiochemical ones.
Finally, in order to avoid the risks of peat on nature, we treat it in appropriate ways (aerobic
and anaerobic) through the use of fungi relying on hydroponics, so that we can get rid of their
risks on the one hand, and on the other hand convert them into single cell proteins, phenolic

products and enzymes.

Key Words : Fungi, olive waste, peat, processing, transformation
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Dégradation des margines par les moisissures

Mémoire de fin de cycle pour I'obtention du dipldme de Master en Ecologie Microbienne

L’industrie oléicole consiste a obtenir de I'huile a partir du pressage des olives, génére de grandes
quantités de sous-produits avec une phase liquide (les margines) et une autre solide (les grignons). Ces
derniers sont réutilisés en agriculture et en industries, alors que les margines sont rejetées directement dans
les réseaux d’évacuation sans aucun traitement préalable ce qui risque d’impacter négativement 1’air, le sol

et le systeme aquatique, Leurs effets nocifs sont dus principalement a leurs composés phénoliques.

Notre présente étude théorique s’intéresse essentiellement a trois principaux points : les moisissures,
leurs principales caractéristiques et leurs intéréts. Ensuite, les déchets oléicoles (les margines) qui sont les
sous-produits de [D’extraction de I’huile d’olive ainsi que leurs propriétés microbiologiques et
physicochimiques. Pour enfin développer 1’aspect protection environnementale et préservation de la nature
de tout danger pouvant nuire a 1’écosystéme causé par les margines. Dans cette derniére partie nous
exposons d’une part, la méthode de traitement appropriée a cet effet (aérobie et anaérobie) la plus répandue
afin d’éliminer les composés toxiques des margines, en utilisant les moisissures sur culture liquide et
d’autre part, la valorisation de ces déchets pour s’inscrire finalement a une démarche d’économie circulaire
permettant de produire les protéines d’organismes unicellulaires, les enzymes et les produits phénoliques

générés par cette opération.
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