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Introduction générale :

L’olivier constitue la principale espéce fruitiére cultivée en méditerranée. Sa faculté a croitre
et a produire dans diverses situations de culture ainsi que son adaptation aux conditions

climatiques les plus critiques ont permis son développement.

L’accroissement de la production oléicole et 1’introduction des techniques modernes pour
I’extraction de 1’huile avec des systemes continus de trituration a trois phases utilisant beaucoup
d’eau. Phénomeéne qui a placé I’olivier dans une position délicate de pollueur potentiel. C’est
pour cela que I’olive et I’huile qui ont dérive, ne constitue qu’une part infime de la biomasse
produite toute au long du processus oléicole. Les margines et les grignons d’olives représentent
les résidus de la trituration des olives qui engendre des problemes environnementaux
inquiétants : Les grignons sont réutilisés en agriculture et en industries, alors que les margines
sont rejetées directement dans les égouts. Les critéres de pollution des margines se limitent a

trois facteurs principaux :

v La conductivité élevée due a I’ajout du sel lors du stockage des olives avant leur
trituration.
La concentration élevée en matiére organique représentée essentiellement par les
composés phénoliques qui sont responsables de la toxicité et de la coloration brune
rougeatre a noire des margines.

v" Une faible acidité.

De ce fait, le rejet de ces effluents dans les riviéres et les égouts sans aucun traitement
préalable présente un impact négatif sur ’environnement, car les margines contiennent des
composés phénoliques toxiques qui provoquent la pollution des eaux superficielles et
souterraines, et qui ont des effets antimicrobiens vis-a-vis des communautés microbiennes du sol
et aussi des pouvoirs phytotoxiques [1,2].

Ces considérations ont conduit plusieurs chercheurs a opter pour la voie adéquate du
traitement et de valorisation des margines pour limiter leur pollution [4,5]. Mais jusqu'a présent
les différents types de traitement des margines étudie restent insuffisants et incomplets. Citons :

- Le traitement physique ne permet qu’une simple séparation de I’cau des matiéres en
suspension. Ce qui engendre I’apparition de boues en fin de traitement.
- Le traitement chimique des margines demande de grandes quantités de réactifs, en raison de la

richesse en matieres organiques et minérales.
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- Le traitement biologique classique aérobie nécessite de fortes dilutions pour que le processus
ne soit pas inhibé par les composés phénoliques toxiques.

- Le traitement biologique anaérobie est limité par des problémes d’acidification, de toxicité et
de biodégradabilité.

» Ce travail va porter sur la valorisation des margines en irriguant la culture de tournesol
par des margines traitées par voie physico-chimique, ainsi sur I’étude des
caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques du sol et végétal aprés irrigation,
en comparant par le témoin positif (irrigué par I’eau) et le témoin négatif (irrigué par les

margines brutes).

Syntheése bibliographique:
% Introduction :

Les margines constituent les rejets des moulins a huile d'olive. Elles proviennent pour 40 a 50 %
du fruit et le reste des quantités d'eau utilisées pour le lavage des olives et leur trituration. Ces
effluents sont des eaux usées trés acides (pH compris entre 4,5 et 5,2), tres salines (conductivité
électrique située entre 8 et 16dS/m). Ces effluents présentent un grand pouvoir polluant des cours
d'eau, dd surtout a leur couleur et leur concentration élevée en matiéres organiques et en
polyphénols [3]. Différentes recherches ont démontré que I'épandage des margines avait des
répercussions agronomiques défavorables, liés essentiellement a la teneur élevée en substances

phénoliques non facilement biodégradables.

Le secteur oléicole au Maroc :

1. L’olivier et huile d’olive :
L'olivier constitue la principale espéce fruitiére plantée au Maroc, il occupe une surface de

650 000 ha [6] soit plus de 58% de la superficie arboricole totale (Figurel).
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Figure 1 : Evolution de la superficie de culture de I'olivier au Maroc [6]
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La production d'olives enregistrée en 2007/2008 est de I’ordre de 750.000 tonnes [6].La variété
Picholine marocaine représente 95% des variétés cultivées au Maroc, pour produire a la fois, les
olives de table (4¢éme place mondiale) et I’huile d’olive (HO). L’évolution du HO depuis 2002
montre une tendance a la hausse qui est due essentiellement a une extension des superficies
plutdt qu'a une amélioration des rendements (oscillant entre 0,7 et 1,7 T.Ha-1) [7] Le Maroc
occupe ainsi le sixieme rang mondial parmi les producteurs du pourtour méditerranéen, qui

génere pres de 95% de la production mondiale en huile d’olive (Figure 2).
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Figure 2 : Répartition de la production mondiale de I’huile d’olive (%) pendant les 5
dernieres années (2003 2008) [8].

2. Extraction et unités de trituration d’olive :
Au Maroc, le secteur de trituration d’olive est caractérisé par la coexistence de moulins
traditionnels (maésras) et d’unités semi-industrielles et industrielles.
Concernant le secteur traditionnel, on note I’existence de plus de 15600 maasras avec une
capacité annuelle de trituration qui couvre pres de 50% de la production nationale, alors que le
secteur moderne et semi-moderne est représenté par 334 unités ayant une capacité minimale de
trituration d’environ 10 tonnes/jour et susceptible d’étre augmentée de fagon substanticlle

(Figure 3)
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Figure 3. Répartition et capacités de trituration des unités artisanales et industrielles au
Maroc [6].
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Les systémes traditionnels ont céd¢ la place aux équipements modernes. Auparavant, I’extraction
était effectuée de maniére discontinue. De méme, apres le développement des appareils de
centrifugation, la séparation de I’huile des eaux de végétation est devenue moins cotteuse (9).
a. Procédés en discontinu ou systéme a presse
Ce sont les systemes classiques par pression avec broyeurs. Le broyage des olives suivi du
malaxage se font sous des meules. Une pate est obtenue au bout d’une demi-heure environ. Elle
est composée de grignon et un moit contenant 1’huile et les margines. La séparation des deux
phases solide-liquide se fait par simple pression, alors que I’huile est séparée des margines par
décantation naturelle.
b. Procédés en continu ou systeme a centrifugation :

L’extraction d’huile d’olive se fait a travers des phases successives contrairement au procédé
discontinu. Les olives sont lavées, broyées, mélangées avec I’eau chaude et malaxées. Les phases
liquides et solides sont séparées par centrifugation. Le modt subit a son tour une centrifugation

pour séparer 1’huile des margines. [10]

Il. Caractéristiques et composition des margines :

1. Caractéristiques des margines :
De nombreuses études sur la composition des margines ont montré qu’elles comportent
approximativement 83 a 94 % d’eau, 4 a 16 % de matieres organiques et 0,4 a 2,5 % de
substances minérales [11-12].

Tableaul: la composition chimique des margines [13]

Composants Massique %

Matiére seche 1,4-17
Matiere minérale 10-15
Sucres divers 30-50
Graisses et huiles diverses 12-35
Composés phénolique 5-25
Azote organique 10

Les caractéristiques et la composition des margines est complexe et hétérogéne, elle dépend de
plusieurs facteurs :

e les conditions climatiques.

e lavariété des oliviers, le systéeme de culture,

e lasituation géographique, le temps de stockage des olives avant la trituration.
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e lestechniques et le lieu de stockage.
e lanature de conservation des olives et le procede d’extraction d’huile d’olive [13-14].
i. Fraction minérale :
Les margines comportent des quantités significatives de sels minéraux (tableau). Une proportion
de 80% de ces sels sont solubles (phosphate, sulfates et chlorures) et 20% sont insolubles
(carbonates et silicates) [15].

Tableau 2: la composition minéerale des margines [15].

Eléments chimiques :

Concentration (mg.l)

Orthophosphate
Chlorures
Sulfate
Sodium
Potassium
Calcium
Magnésium
Fer
Aluminium
Nickel

800,6
270,2
16,68
5370,9
15295,5
1167,6
410,3
103,4
8,34
3,3

ii. Fraction organique :
La composition organique des margines varie en fonction du stade de maturation des olives, du

processus d'extraction, des conditions climatiques et de la variété de I'olivier. Il contient des

polyphénols de haut poids moléculaire, comme 1’anthocyane et tanins dont la concentration

atteint 12g/1 [17], et des acides organiques comme acide fumarique, lactique et glycérique, en plus
des lipides, des glucides et des vitamines principalement les vitamines B, et tous les acides

aminés.

Ces rejets sont aussi caractérisés par la prédominance de substances toxiques notamment les
composés phénoliques (9.7 g/l) [11.19]. Ces derniers sont divisés en plusieurs classes qui
dépendent des caractéristiques structurales de leur squelette carbong, ils contiennent des acides
phénoliques et aldéhydes, flavonoides, tannins et lignines [18], Les différents pourcentages des

composés phenoliques sont portés dans le tableau 3.




Tableau 3: Concentration des composés phénoliques dans les margines.

Composés phénoliques : Pourcentage (%) : Référence :

Acides phénoliques
Acide coumarique 0.021
Acide caféique 0.0072
Acide vanillique 0.017

Tyrosol 0.014

Hédroxytyrosl 0.002

Flavonoides
Lutéoléine 0.014
Luteolin 7-O-glucoside 0.021

iii. Fraction microbiologique :
Dans les margines d’olive, seuls quelques microorganismes arrivent a se développer. Ce sont
essentiellement des levures et des moisissures. Dans la plupart des cas, il y a absence de
microorganismes pathogeénes et ils ne posent alors aucun probléme de point de vue sanitaire.
Le pouvoir antimicrobien des margines [23] est lie essentiellement a 1’action exercée par les
Composés phénolique et les pigments bruns ou catéchol-mélaninique [24]. Ces effluents agissent
sur les bactéries en dénaturant les protéines cellulaires et en altérant les membranes [11]. Ils
peuvent inhiber également I’activité des bactéries symbiotiques fixatrices d’azote dans le tube

digestif des ruminants en inhibant leur activité enzymatique [25].

I11. Impact des margines sur I’environnement :

Les margines, effluents d'extraction de I'huile d'olive, posent de sérieux problémes de pollution
par leur concentration élevée en matieres organiques et en polyphénols. Des études de toxicité et
de biodégradabilité ont montré que les composés phénoliques qui sont de nature humiques, sont
responsables de la coloration noire trés peu toxiques et difficilement biodégradables par contre,
les composés tanniques sont trés toxiques mais biodégradables.

En effet, le rejet des margines reste jusqu’a présent un probléme écologique prépondérant Ainsi
qu’un redoutable souci pour les pays producteurs d’huile d’olive. L'absence de méthodes de
traitement adaptees pousse les propriétaires d'huileries a rejeter ces eaux dans la nature sans

aucun contrdle [26].
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1. Pollution des eaux :

Les margines sont rejetées le plus souvent dans des récepteurs naturels, des cours d’eau, sans
aucun controle préalable et nuisent fortement a la 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 tres longues distances [27].

La coloration des eaux naturelles due aux tannins est 'un des effets les plus visibles de la
pollution. De plus, la teneur élevee en sucres réducteurs provoque la prolifération des micro-
organismes qui y profitent comme substrat, ceci diminue la disponibilité de 1’oxygéne dans
I’écosystéme aquatique, de méme que 1’accumulation du phosphore provoque 1’eutrophisation
des eaux [28].

En outre, I’épandage des margines, trés riches en ¢léments azotées, peut causer la pollution des
nappes souterraines situées dans la zone ou a proximité du site d’épandage et souiller la qualité
de I’eau potable ; or dans le bassin méditerranéen, les ressources en eau sont rares et leur
préservation, tant que quantitativement que qualitativement est capitale. Ensuite, Les lipides
présents dans les margines forment un film imperméable a la surface des rivieres et ses bords

empéchent la pénétration de la lumiére et 1’oxygéne [29].

2. Pollution des sols :

Les composés phénoliques, les acides organiques, le pigment et la haute salinité (conductivité
élevée) peuvent causer des effets phytotoxiques sur les oliviers [30]. lls provoquent une
diminution de la matiere seche en diminuant la disponibilité de I'azote, en plus de leur toxicité
pour certains micro- organismes. Les acides, les éléments minéraux et les substances organiques
aboutissent a une destruction de la capacité d’échange cationique du sol, par la suite, une
augmentation de la stérilit¢ du sol. Qui augmente suite a ’action altérante des acides, des
minéraux et des composés organiques [31].

La forte acidité des margines a un impact négatif sur le sol et ses constituants. La microflore
Bactérienne du sol peut étre détruite suite a lI'acidification du milieu. Par ailleurs le caractere

visqueux des margines entraine la formation d'un dépbét huileux qui provoque

L’imperméabilisation du sol dans un premier lieu et son asphyxie par la suite [32].

3. Pollution d’air et du paysage :
Les fortes teneurs en sels des eaux de végétation, leur forte charge et leur acidité sursaturent le
milieu récepteur et provoquent des conditions d'anaérobioses propices aux dégagements d'odeurs
désagréables liées a la formation d'acide H2S lors du processus de fermentation. Les odeurs

encombrent fortement les bordiers du cours d’eau [33].




IV. Traitement des margines :

Jusqu’a maintenant, le traitement des margines constitue un probléme complexe vue la qualité et
la quantité des substances chimiques qu’elles renferment. Donc, 1’application d’un traitement
simple s’avére insuffisant [24 ,11]. Les procédes de traitement dont nous avons pris connaissance
sont multiples. Toutefois, les procédés de traitement envisageables pour 1’élimination de la
charge polluante des margines peuvent étre classés selon quatre catégories : procédes physiques,
procédés chimiques, procédés biologiques, procédés thermiques et peuvent étre utilisés seuls ou
combinés.

Le choix du systeme de traitement approprié est lié a plusieurs facteurs locaux, a savoir le
systeme utilisé pour I’extraction d’huile, la possibilité de stockage et le rapport entre la charge

produite par les huileries et la population locale [9].
1. Traitements physiques :

e Procédé des membranes :
Les procédés a membranes comme l'ultrafiltration et I'osmose inverse, s'emploient souvent dans
le traitement de certains courants liquides résiduaires, ceci permettant d'éliminer les polluants de

I'eau en générant un courant liquide et un courant concentré.

e Procéde de bio-filtration :
Ces procédés s'emploient fréquemment pour éliminer les solides des eaux résiduaires. Les
solides contenus dans I'eau sont retenus en formant un tourteau qui augmente la résistance au
passage du déchet, augmentant en méme temps l'efficacité de la filtration et aussi le codt
opérationnel. Dans les filtres conventionnels, les composés dissous passent avec le déchet
aqueux et restent a I'état brut. Cependant, les procédés de bio-filtration sont une exception, dans
ce cas le filtre, le filtre sert en plus de nutriment pour les bactéries, donnant lieu a un procédé de
dégradation biologique des substances organiques dissoutes.

e L'adsorption :
L'adsorption consiste la concentration du polluant organique dans un support solide avec une
grande superficie spécifique, généralement du charbon actif (500—1500 m2/g). Dans le
traitement des margines, le principal objectif de l'adsorption est celui de biodégrader les
composés organiques ayant des effets bactéricides, inhibiteurs ou colorants (tanins -phénols).
L’adsorbant le plus utilisé pour éliminer les polluants organiques des eaux résiduaires est le
charbon actif. Cependant, il est non seulement une matiére relativement chére, mais apres
saturation, le colit de régénération pour sa réutilisation est élevé. Encoure ’adsorption sur

charbon actif est généralement limitée pour 1’élimination des substances non polaires [34].
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2. Traitements chimiques :

e Oxydation humide :
On procéde a I'oxydation des substances organiques en phase liquide, en se servant de I'oxygene
ou d'un autre oxydant chimique tel que (ozone ou peroxyde d'oxygene). Le procédé se fait a
hautes pressions (10a220 Bars) et a des températures relativement élevées (120-330°C), le
procédé d'oxydation fournit du CO2 et H20; mais ce procédé nécessite aussi un traitement
aérobie. Malgré son efficacité, ce traitement n'a pu étre réalisé a 1’échelle industrielle son co(t

d’investissement reste trop élevé.

e Coagulation — floculation :

La coagulation est parmi les méthodes les plus efficaces pour éliminer les matiéres organiques en
suspension et colloidales. Elle consiste a traiter les margines avec des produits tensioactifs ou
certains coagulants. Ce traitement est certainement le moins codteux [35].

[36] a obtenu des réductions de 35% et de 31% de la matiere organique en utilisant
respectivement des sels de fer et des sels d’aluminium. La coagulation par la chaux a donné une
réduction de la DCO de 40 a 50% [37 ; 38].

Ce processus peut étre utilisé aprés traitement biologique pour éliminer les matiéres en
suspension et les polluants résiduels [36]. L’ inconvénient majeur de ce traitement réside dans le

fait qu’on a un simple transfert de la pollution de I’état soluble a 1’état boueux. En plus, la

plupart des composés organiques contenus dans les margines sont difficiles a précipiter.

3. Traitements biologiques :
Ils sont basés sur la croissance des microorganismes aux dépens des matiéres organique,

biodégradables, qui constituent, pour eux, des aliments.

e Traitement aérobie :

Plusieurs études ont été réalisées sur le traitement aérobie des margines, par des cultures pures de
micro-organismes tels que  Aspergillus Niger, Azotobacter chroococcum, Azotobacter
vinelandii, Aspergillus terreus, Phanerochaete chrysosporium et Pleurotus ostreatus [39].
D’autres travaux ont prouvé ’efficacité du traitement aérobie par des cultures mixtes. Une
dégradation considérable de deux composés phénoliques les plus représentatifs dans les margines
(tyrosol et I’acide caféique) a été obtenue en utilisant les micro-organismes isolés des margines
[40]. Ainsi d’autres chercheurs ont étudié le prétraitement des margines par Aspergillus niger
afin de réduire leur effet inhibiteur vis-a-vis des bactéries méthanogenes [41-42].

Au Maroc, le traitement aérobie des margines a pH neutre par les micro-organismes du sol a
permis d’éliminer 70% des composés phénoliques [43]. D’autres travaux ont prouvé 1’efficacité

du traitement aérobie des margines par Phanerochaete chrysosporium. Les résultats de cette
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étude ont révélé des taux d’abattement des polyphénols de 1’ordre de 83% respectivement apres
12 jours d’incubation [44].

L’inconvénient majeur du traitement aérobie est la consommation excessive d’oxygeéne. En
général, le traitement des margines par 1’application seule des procédés biologiques a donné des
résultats insuffisants [11]. Ceci est dd en grande partie a la présence de fortes charges organiques

polluantes représentées particulierement par les composés phénoliques.

e Traitement anaérobie :
La fermentation anaérobie peut étre utilisée comme un moyen de traitement et d’exploitation des
margines [39]. En effet, la digestion anaérobie des margines offre des avantages significatifs en
matiere de réduction de la consommation d’énergie et de la production de boues. De plus, elle a
révélé des performances élevées en comparaison avec le traitement anaérobie d’autres rejets
industriels agroalimentaires. Parmi les avantages de ce type de traitement :
» les bactéries anaérobies ont la capacité de transformer en méthane la plupart des
substances organiques présentes.
les mauvaises odeurs ne sont pas émises.
Traitements thermiques :
e Evaporation naturelle :
L’évaporation dépend étroitement de la vitesse du vent, du degré d’ensoleillement et de
I’humidité de 1’air. Ce procédé consiste a stocker les margines dans des bassins de faibles
profondeur (0,7 a 1,5 m). Elles sont ensuite séchées pendant plusieurs semaines, voire plusieurs

mois selon les conditions climatiques. Cette méthode simple permet d’éviter le rejet des

margines dans les égouts et dans les riviéres. Mais ce systéeme présente aussi plusieurs

inconvénients, tels que :
» Faible biodégradation.
» Formation d’une pellicule lipidique étanche a la surface qui entrave la pénétration de la

lumiére et limite 1’évaporation naturelle.

e Evaporation forcée :
Pour éviter les problémes de 1’évaporation naturelle, des panneaux évaporateurs dans les bassins
de stockage des margines ont introduit. Ainsi, elles sont pompées puis projetées par des
asperseurs sur les panneaux juxtaposés, ayant une importante surface d’échange d’air. Cette
installation permet de faciliter I’évaporation de la phase aqueuse des margines de 100 a 300 /m
du bassin. Parmi les inconvénients de cette méthode, citons :

» le dégagement de mauvaises odeurs.

» I’importance du colt d’énergie dépensée.




5. Traitements combinés :
Les margines ne peuvent étre traitées par un simple procédé biologique, physique ou chimique.
Une série de traitements s’avére nécessaire pour réduire la forte concentration en composés

phénoliques.

6. Traitement des margines par électrocoagulation et bio-méthanisation :

Pour répondre aux besoins des industries productrices d’huiles d’olives des pays méditerranéens,
un procéde de traitement des margines par électrocoagulation et bio méthanisation a été
développé, le couplage de ces deux procédés représente une solution adaptée au probléme de
I’élimination des margines : la bio-méthanisation permet la transformation de la matiére
organique en substances chimiques diverses en condition d’anaérobiose et sous 1’action de
bactéries présentes dans le milieu. Ce procédé permet la formation de biogaz, seulement 1’action
des bactéries, est ralentie par la présence de polyphénols, substances toxiques contenus dans ces
eaux (margines), un prétraitement est donc nécessaire et se fait par électrocoagulation.

L’¢électrocoagulation est un procédé d’électrolyse qui permet la séparation des margines en boues

et en liquides biodégradables.

V. Voies de valorisation des margines :

Pour pouvoir étre recyclés et /ou valorisés, les « déchets » organiques ne doivent plus étre
considérés comme des résidus dont il faut se débarrasser mais comme des matiéres premiéres qui
peuvent présenter un intérét soit agronomique (fertilisation, apport de matiére organique...), soit
matiére (alimentaire ou industriel), soit énergétique. Par ailleurs beaucoup d'efforts ont été
consacrés a I'élimination des polyphénols dans les margines, car ils sont plus toxiques, par des
approches physico-chimiques [56] ou par dégradation biologique [57].
Voici quelques exemples concrets de valorisation de ce déchet par la voie de la biotechnologie et
la physico- chimie :

1. Utilisation des margines comme fertilisant :
Les margines peuvent étre utilisées comme engrais en apportent 3,5 a 11 kg de potasse,
0,6 a 2 kg d’acide phosphorique et 0,15 a 0,5 kg de Manganése par m3. Les essais réalisés
permettent de fixer certaines précautions a savoir :
* Ne pas dépasser la dose de 30 m3/ha/an.
* Arroser toujours entre les arbres.
* Pour les cultures annuelles, arroser au moins 1 mois avant la récolte, pour éviter les effets

phytotoxiques et ne jamais arroser pendant la période de végétation [45].




2. Production des enzymes :
La production industriel des enzymes est possible par les levures et champignons filamenteux en
utilisant les margines. Les principaux enzymes obtenus a travers le traitement par ces
microorganismes sont lipases, laccases, peroxydases et pectinases sont produits a partir des
margines inoculés par Cryptococcus albidus mais des lipases ont été obtenues a partir de souche
Yarrowia lipolytica [46].

3. Effet antioxydant des margines :
Si les margines sont proprement gérées, elles seront moins chéres et une source pertinente des
antioxydants naturels [47] a cause de leur teneur élevée en substances phénoliques, les
polyphénols sont des composés organiques solubles dans 1’eau et ils sont abondants dans les
margines [48]. Plus de quarante molécules phénoliques ont été identifiées dans les eaux de
végétation, avec 1’hydroxytyrosol qui est la principale molécule phénolique vue a sa forte
capacité antioxydant [49].
En plus comme des substances naturelles possédant un grand potentiel antioxydant, elles
présentent un bon prix de commerce, et leur vraie demande est dans la cosmétique, la pharmacie
et ’industrie des aliments. D’autre part, si les polyphénols sont laissés sans aucun traitement, les
margines seront graduellement oxydés et/ou polymériser rendant les eaux de végétation plus
toxiques [50 ; 51;52].

V1. Culture de tournesol et leurs exigences :

1. Préparation du sol:
Le tournesol extrait trés bien 1’eau du sol, a condition de pouvoir développer son systéme
racinaire trés puissant. La préparation du sol aura pour objectifs essentiels : d’assurer une bonne
implantation, une levée rapide et faire une bonne réserve en eau tout en permettant un

réchauffement rapide du sol [58].

2. Fertilisation :
Le tournesol est une culture moyennement exigeante en éléments fertilisants, mais capable de
bien mobiliser ce qui se trouve dans le sol [58].

3. lrrigation :
Le tournesol a des besoins modérés en eau. Dans des sols profonds a forte réserve en eau,
I’irrigation est inutile. En sol a faible réserve, le tournesol est sensible au déficit en eau durant la
période floraison-remplissage du grain. Un défaut d’alimentation durant cette phase peut

pénaliser le rendement [58].




Matériel et Méthodes :

I. Caractéristiques physico-chimiques des margines :
La caractérisation physico-chimique a été basée sur 1’étude des parameétres suivants : la

conductivité, les composés phénoliques, le pH, la turbidité, et la salinite.
+ pH:
Le pH est mesuré a 1’aide d’un pH-metre type (HANNA instruments modele 210).

% Conductivité électrique, et la salinité :

La conductivité, la salinité et TDS sont mesurés a 1’aide d’un conductimetre de type inoLabLevel

-La conductivité est exprimée en mS/cm.

% La turbidité:

La turbidité est mesurée a I’aide d’un turbidimeétre de type AQUA LYTIC modele AL250T-IR,

elle est exprimée en NTU.

% Dosage des chlorures:

Les chlorures sont déterminés selon la norme (AFNOR T90-014), ils ont été doseés par la
méthode de titrimétrie de Mohr avec le nitrate d’argent et les chromates de potassium.

L’apparition d’une teinte rouge caractéristique du chromate d’argent.

% Dosage des orthophosphates :

Les orthophosphates sont dosés par la méthode de Murphy et Riley (1962), la détermination de
leur concentration est basée sur la formation d’un complexe antimoine-phosphate-molybdate.
Ce complexe est réduit par 1’acide ascorbique en composé fortement coloré en bleu.

La densité optique est lue a une longueur d’onde de 882nm.

% Extraction et dosage des polyphénols des margines :

1. Délipidation des margines :

5 ml de margines sont ajoutées a 5 ml d’hexane (V/V). La solution est mélangée a 1’aide du

vortex pendant 3 min. & une vitesse de 13500 tours/min. Le mélange subit & son tour une seconde

centrifugation pendant 12 min. La margine est recueillie apres séparation compléte en deux
phases :
Surnageant ————» [’hexane

Aufond ———» lamargine delipidée




La margine délipidée préte a une extraction liquide-liquide.

2. Extraction des composés phénoliques :

L’extraction des polyphénols de la margine délipidée est effectuée avec du méthanol [59]. Un
volume du méthanol (60 pour cent sont) est ajouté a un volume de la margine délipidée, et
I’ensemble est mélangé au vortex. Le volume total subit une séparation par centrifugation. La
phase inférieure est recueillie.

3. Dosage des polyphénols totaux :

0.2ml extrait phénolique

+

1.5ml Réactif de Folin-Ciocalteu (diluée 10 fois)
l 5min

1.5ml de Na2COz a5 %
(30 min & 40°C) 2h a I’obscurité.

» Lecture de la densité optique a 765 nm
N.B. : le blanc est préparé¢ de la méme maniére en remplacant I’extrait phénolique par 1’eau
distillée.
I1. Valorisation des margines :

% Préparation du sol et des pots :

-On a préparé le sol par tamisage des pierres, puis on a mis les pots selon le dispositif suivant.

% L a mise en germination :

- Les graines de tournesol désinfectées par un passage dans 1’éthanol 95° (30 sec a 1 min) ou
bien eau de javel, puis dans une solution d’hypochlorite de mercure (1 %) pendant 3 a 4 minutes,

sont mises a imbiber dans 1’eau distillée stérile en boites.
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Les graines sont ensuite placées a germer a 1’obscurité a une température de 26°C dans un
incubateur. Aprés germination, les plantules sont transplantées dans des pots en plastique d'une
capacité de 3 kg, a raison de 50 a 60 plantes par pot, et mises en culture en serre a une
température comprise entre 25 et 30°C.

- On a transplanté quatre grains de tournesol dans chaque pot, comme dans 1’image ci-dessous.

=% Cinétigue de germination des graines de Tournesol :

-La cinétique de germination se fait par imbibition -dans des boites de pétri- (aprés désinfection

des grains comme dans le protocole d’irrigation) des graines dans les différents effluents en

comparant avec le témoin positif (dans 1’eau) et le témoin négatif (dans les margines bruts).
-L’incubation se fait dans une température de 37°C, on a imbibé 25 graines de tournesol dans

35ml d’effluent par boite.

-On a imbibé dans 8 boites de pétri (tableau 4), on note les résultats chaque 24h pendant 3 jours.




témoin positif (I’eau) et le témoin négatif (MB).

Tableau 4 : les différents effluents dont on a imbibé les graines de tournesol avec le

boite 2

boite 3

boite 4

boite 5

boite 6

Diluée a
1/2

Diluée a
1/4

Diluée a
1/10

CF

CH

% Protocole d’irrigation :

-Nous avons optés pour un essai d’irrigation de la plante tournesol avec différents effluents de
margines en comparant avec les témoins.

-Le témoin positif irrigué avec de 1’eau et le témoin négatif avec les margines bruts.

-Apres la germination des plantes (voir I’image suivante), 1’irrigation se fait par un volume de

100ml une fois tous les deux jours.

= Suivi de la croissance végétative :

-Le suivi de la croissance végetatif se fait par mesurer la longueur des végétaux une fois tous les
deux jours, en notant les mesures dans un tableau on peut comparer la croissance végétative de
plantes irriguées par différents effluents et les témoins négatif et positif.

- Les résultats obtenus sont représentés sous forme de graphe.

=% Suivi microbiologique du sol :

-Les analyses microbiologiques des margines sont réalisées a travers le dénombrement de la
Flore mésophile aérobie totale {FMAT}.

1. Préparation de milieu de culture PCA :

Le milieu de culture PCA est préparé dans un Erlén Meyer d’un litre, dont les composés sont :




Glucose
-Le mélange est agité avec un agitateur puis stérilisé a I’autoclave et mis au réfrigérateur.
-On coule le milieu dans des boites de pétri apres avoir les stériliser a 1’autoclave.

2. Dénombrement :

L’analyse microbiologique des échantillons a été réalisée avant et aprés irrigation par des
margines traitées, brutes (témoin négatif) et I’eau (témoin positif).

Aprés homogénéisation du sol par agitation dans 1’eau physiologique stérile, une série de

dilutions est réalisee. Un volume de 0,1 ml de chaque dilution appropriée est étalé sur des boites

de Pétri contenant le milieu PCA
1. Préparation des dilutions :
1/10 SM 10-3 10-5
1g du sol +10ml 10 pl de la solution mere 10ul de la dilution 10-2
EPS +990 ul EPS +990 ul EPS
2. EMAT :
Le milieu de culture utilisé est le milieu PCA, l'incubation des boites étalées est effectuée a
37°C pendant 48 heures.




Résultats et discussion :

I. Caractéristiques physico-chimiques des margines :
- Avant d’effectuer les tests de traitement, une caractérisation de cet effluent s’impose. Le

tableau 5 représente les différents parametres physico-chimiques de la margine.

Tableau 5 : Caractéristiques physico-chimiques des margines étudiées.

Parametres Margine brute | Margine diluée Margines Margines Margines
10 fois traitées par traitées par traitées par
FeCls Al2(SOa4)3 Ca(OH):

pH 4,60 - - -
Turbidité (NTU) 320 0,72 1,80 56,4
Conductivité (mS/cm) 1,850 14,80 9,98 6,62

Salinité 6,9 0,8 8,7 57 3,7
Chlorures (mg CI- /1) - 700 355 355
Polyphénols 2,

Orthophosphates  (en 0,52708
mg de P)

L’analyse de ces résultats (Tableau 5) montre que I’effluent est acide. Cette valeur faible de pH
due a la richesse de la margine en acides organiques (acides phénoliques, acide gras, etc). Les
valeurs de turbidité et salinité sont tres élevés. Ils dépassent largement les teneurs des

parametres physico-chimiques de rejet des eaux usées domestiques ou urbaines.

Apreés dilution, les caractéristiques des margines montrent une faible augmentation du pH et une

diminution de la turbidité.

Les margines étudiées ont une conductivité électrique trop élevée de I’ordre de 11 mS.cm-1 et

une salinité de 6. Ces valeurs reflétent la teneur élevée en sels présents dans ces effluents.

En effet, en plus de la richesse naturelle en sels minéraux, les olives sont conservees au niveau

des usines dans le sel commercial, ce qui confére aux margines une forte conductivité électrique.

La teneur en chlorures dans les margines brutes est élevées par rapport a celle des margines
traitées, donc le traitement de ces effluents fait diminuer les chlorures. Cette forte teneur en
chlorures est due a la pratique du salage (ajout du sel en quantités importantes) pour la

conservation des olives avant le processus d’extraction.




Ces rejets sont aussi caractérisés par la prédominance de substances toxiques notamment les
composés phénoliques qui leur conferent un pouvoir antimicrobien. Cette concentration élevée

pourrait entrainer une perturbation profonde de tout écosysteme.

On remarque d’aprés le tableau que la teneur en polyphénols est élevée dans les margines brutes
que dans les effluents traitées. On constate donc que le traitement des margines diminue la teneur

en polyphénols qui sont la cause essentiel a leur toxicité.

Pour la teneur en orthophosphates, on remarque qu’elle est €levée dans les margines brutes et
nulle dans les effluents des margines traitées. On déduit donc que le traitement des marines

diminue et élimine les orthophosphates des effluents.
Il. Valorisation des margines :
% Cinétique de germination des graines de Tournesol :

Nous avons imbibé 25 graines / 35ml .boite, apres incubation dans 30°C on copte le nombre des
graines de tournesol qui ont germées dans des différents effluents chaque 24h pendant 3jours, La

figure suivante (figure 4) montre les résultats obtenues sous forme d’un graphe.

Cinétique de germnitaion de Tournesol
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Figure 4 : cinétique de germination de tournesol :
L’analyse du graphe montre que les graines qui ont subi une bonne germination sont celles
imbibées dans 1’eau (T+), de méme pour les graines imbibées dans les margines diluées a 1/10 et
les effluents traitées par SA et CH, alors que les margines brutes et les margines diluées a 1/2
aucune graine n’est germée. On peut déduire que les margines ont un impact nocif sur la
germination a cause de sa teneur en polyphénols, son acidité, salinité...
On constate donc que le traitement des margines diminue ou annule cette toxicité et on trouve

que les graines germent apres leur imbibition dans des effluents traités.




=% Suivi de la croissance végétative :

On prend les mesures de la taille des plantes de la culture de tournesol dés qu’on a commenceé a
irriguer par les effluents, les résultats obtenues sont représenter sous forme de graphe (voir

figureb).

Croissance végétative des plantes Tournesol irriguées par differents
effluents

B Tournesol irrigué par des margines traitéés par la chaux

B Tournesol irrigué par de I'eau

B Tournesol irrigué par des margines traitéés par le clorrure ferrique

B Tournesol irrigué par des margines traitéés par le sulfate d'aluminium
B Tournesol irrigué par des margines brutes
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Figure 5 : croissance végétative des plantes Tournesol irriguées par différents effluents.

L’ analyse du graphe montre que la taille des plantes augmente progressivement avec le temps.
Nous enregistrons que les plantes irriguées par les margines traitées par la chaux se croissent
plus par rapport aux autres traitements et par rapport aux témoins.

Les plantes irriguées par ’eau se croissent de méme plus que les plantes irriguées par les
margines traitées par CF et SA.

Les plantes qui ne sont pas bien cri sont celles irriguées par les margines brutes.

On déduit que le traitement le plus efficace c’est celui de la chaux.

=% Suivi microbiologique du sol :

Les analyses microbiologiques du sol ont porté sur la flore mésophile aérobie totale (FMAT).
Les résultats du dénombrement des FMAT sont représentés en UFC par boite, le tableau et les

figures suivantes montrent les résultats obtenus.




L’eau (T+) Le sol intact (SI)




Tableau 6 : Résultats des dénombrements des FMAT pour le sol intact et les sols traités par

différents effluents en comparant avec le témoin négatif et le témoin positif.

Nombre de colonies en UFC par boite

Dilution

Sl T+ CF

10-1 Tapis Tapis Tapis

10-3 294 174 287

10-5 13 22 24 15 76

Les margines sont des effluents liquides générés par la fabrication de I'huile d'olive vierge,
essentiellement durant les mois de novembre et de décembre. Ces effluents présentent les
caractéristiques d'un bon fertilisant et leur valorisation en agriculture constitue une excellente
solution d'épuration et de valorisation [11].

Il existe peu d'études sur I'impact de I'épandage des margines sur la composition microbienne du
sol [60]. De ce fait, nous avons procédé a un essai d'irrigation par des margines dans le but
d'évaluer leur effet sur la flore mésophile aérobie totale du sol.

D’aprés le tableau on constate que le nombre des MO évolue apres irrigation par les différents
effluents de margines.

On remarque aussi que le traitement qui a favorisé la croissance des MO est celui de la chaux,
donc il est le plus fertilisant.

Cette évolution croissante de la FMAT pourrait étre expliquée par I'enrichissement du milieu en

azote minéral par les aérobies d'azote qui s'activent également suite a I'irrigation.
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Conclusion :

Les margines avec ses propriétés physico-chimiques et microbiologiques représente l'un des
problémes les plus importants auxquels sont confrontés les pays de la Méditerranée, en raison de
ses effets néfastes sur les écosystémes, ce qui pousse a consacrer beaucoup d’efforts pour réduire
le taux de pollution et & proposer des solutions convenables, citons le traitement chimique et la
valorisation des margines.

Les objectifs principaux de ce travail sont d’une part, d’utiliser des margines traitées
chimiquement- dans le but de diminuer leur charge en polyphénols qui sont la cause principale
de leur toxicité- pour irriguer des plantes de tournesol, et d’autre part de caractériser les
propriétés physico-chimiques et microbiologiques du sol avant et apres irrigation par ces
effluents de margines, ainsi la croissance végétative des plantes apres irrigation.

La caractérisation microbiologique nous a permis de dévoiler une charge microbienne
importante des margines. Alors que L’étude physico-chimique effectuée sur ces margines a
montré une forte pollution organique manifestée particulierement par les composés phénoliques.
D’autre part Le procédé de traitement physico-chimique a révélé une diminution de la turbidite,
et une diminution de la teneur en polyphénols et en orthophosphates, on peut déduire que le
traitement des margines a diminué leur toxicité.

L’étude de la croissance de méme a montré que aprés irrigation par des margines traitées les
plantes se croissent d’une facon normale, et surtout ceux qui sont irriguées par les effluents
traitées par la chaux.

D’aprés ce qu’on a trouvé on peut déduire que le traitement le plus efficace est celui de la
chaux. On peut expliquer le non efficacité des autres traitements par la présence des métaux
lourds comme le fer, I’alumine etc ... qui peuvent empécher la réalisation des résultats attendues.

On conclut que les caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques s’améliorent et la
toxicité diminue lors du traitement des effluents, vue que le test d’irrigation est achevée donc on
a pu assurer une valorisation de ces margines avec le moindre des couts.
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