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Introduction générale

Résumé

Les margines sont des sous-produits du procédé d’extraction de I’huile d’olive, leurs
déversements dans la nature, sans aucun prétraitement préalable, constituent un probleme pour
I’environnement a cause de leur toxicité qui est liée a la composition phénolique. L’épandage
sur les terres agricoles est une alternative intéressante de valorisation pour les margines. Cette
solution étant peu colteuses par rapport aux autres techniques biotechnologiques ou
physicochimiques (El Hassani et al. 2020). Cependant, 1 *épandage agricole de ces effluents,
doit étre contrdl¢ et maitrisé en respectant les doses a appliquer. En effet, une réticence envers
cette technique demeure jusqu’a nos jours, pour des craintes d’éventuelles incidences négatives
sur le sol. Ainsi, I’objectif du présent travail est d’étudier 1’effet des margines sur la microflore
totale et des levures et moisissures du sol. Comparativement avec un sol témoin, I’impact de
I’arrosage de sols aux margines sur la microflore du sol est étudié au niveau de quatre sols (S1,
S2, S3, S4) différents provenant de régions différentes d’Algérie. Les résultats obtenus ont
révélé que les margines n’ont aucun incident microbiologique négatif sur la microflore des sols
étudiés a court terme d’arrosage.

Mots-clés : épandage, margines, microflore, sol, valorisation.
Abstract

Olive oil production industry represent a vital economic activity in several

Mediterranean countries. However, olive oil extraction process is associated to huge amount
of liquid by-product generation wich is named as olive mill wastewater (OMWW) and
considered as a relevant environmental issue if descharged without any pretreatment.
Among the valorization strategy, the agricultural spreading of OMWW is one of attractive
solution, but this operation should be done under controlled conditions and respecting doses to
be applied. Thus, the present work was conducted in order to study the effect of OMWW
spreading one the soil total microflora and yeast and mold. Comparing to soil control, the
impact of OMWW spreading had been studied on four different soils (S1, S2, S3, S4) collected
from different regions in Algeria. The results obtained revealed that under short term irrigation,
OMWW didn’t exert a negative impact on the soil microflora.

Keywords: spreading, olive mill wastewater, microflora, soil, valorization.



Introduction générale

Les margines constituent les rejets liquides des industries de production de I’huile
d’olive. Elles proviennent pour 40 a 50 % du fruit et le reste est formé par les quantités d'eau
utilisées pour le lavage des olives et leur trituration. Ces effluents sont tres acides (pH compris
entre 4,5 et 5,2) et trés salines (conductivité électrique située entre 8 et 16 dS/m). Elles
présentent un grand pouvoir polluant des cours d'eau, di surtout a leur couleur et leur
concentration élevée en matieres organiques et en polyphénols (JIMENEZ, 1986). Différentes
recherches ont démontré que 1'épandage des margines avait des répercussions agronomiques
défavorables, liés essentiellement a la teneur élevée en substances phénoliques non facilement
biodégradables. Cependant, I’effet de 1’épandage des margines sur 1’activité microbienne du
sol, est un probléme a propos duquel existe une grande confusion et des divergences d’opinion,
en raison essentiellement, de la différence des doses appliquées, des conditions édaphiques
(texture du sol) et climatiques. Toutefois, plusieurs microorganismes du sol peuvent utiliser la
matiere organique comme celle des margines comme seule source de carbone (NEFZAOUI et
ZIDANI, 1987). D’un autre c6té, plusieurs chercheurs ont noté une diminution de la capacité
d’adaptation de certains microorganismes du sol en présence des margines (MORENO et al.
1987).

Bien que certains chercheurs notaient une augmentation de 1’activité microbienne du sol
lors de 1’épandage des margines, d’autres signalaient une diminution du nombre de certaines
bactéries du sol. Les travaux menés au champ afin d’¢lucider les incidences environnementales
in situ sont quasi-inexistants. De méme, les résultats sur les effets inhérents a 1’activité
microbiologique du sol demeurent controversés et n’ont pas précisé le devenir des polyphénols
des margines. De ce fait, on se propose a travers ce travail mené in vitro d’apporter quelques
¢léments de réponse.

La premicre partie de ce manuscrit est consacrée a une synthése bibliographique qui
rassemble des données essentielles sur :

- les caractéristiques microbiologiques du sol ainsi que les interactions entre les
microorganismes du sol et la plante ;
- les généralités sur les margines ainsi que leur valorisation agronomique.
La deuxiéme partie constitue 1’étude expérimentale traitant I’impact des margines sur la
microflore de différents sols, tout en détaillions I’ensemble des protocoles et matériel utilisés,

suivi par la présentation des résultats et de leur discussion qui s’achéve par une conclusion.
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Chapitre 1 le sol, une ressource dynamique et vivante

Introduction

Le sol est loin d’étre un substrat inerte, est un milieu dynamique et complexe grace,
particulier aux microorganismes qui 1’habitent (Gobat, 2003). Ces derniers constituent un des
maillons du cycle biologique et I’étude de leur nature, de leur nombre, de leurs effets, est un
¢lément nécessaire pour la connaissance de la microflore du sol, son évolution et sa fertilité. En
effet, cette microflore effectue une variété d’activités requises pour le bon fonctionnement du
sol comme systeme dynamique (Kalia et Gosal, 2011). Tout changement dans la biomasse
microbienne du sol peut avoir un impact sur ses fonctions importantes dans ce dernier.

L’activité biologique demeure une composante essentielle de la fertilité dans le sol en
agissant d’une part, sur le stock d’¢léments minéraux assimilables obtenues par minéralisation
de la mati¢re organique et d‘autre part, sur la structure du sol (Troeh et Thompson, 2005). Les
microorganismes présentent des modeles pertinents pour leur trés grande diversité
taxonomique et métabolique ainsi que pour leurs roles essentiels dans la régulation des cycles

biogéochimiques et de la productivité végétale (Duchaufour, 2001).

1. Définition

Le sol est la partie superficielle de la crolte terrestre, c’est I’interface entre I’atmosphere,
I’hydrosphére, la lithosphére et les organismes vivants. Il présente un milieu poly phasiques
composé d’une phase solide (minéral et organique), d une phase liquide et d’une phase gazeuse,
colonis¢ par des microorganismes vivants (Piotrowska et Dlugosz, 2012). Le sol a de
nombreuses fonctions, il est un milieu biologique dans/et sur lequel se développent des étres
vivants. Ce développement va dépendre de la qualité du sol ou fertilité (quantité de carbone,
d’azote, capacité d’échange cationique, etc...). Il est aussi un acteur déterminant du cycle d’eau
(stockage et régulation) et de la qualité de cette eau. A cet effet, le sol joue aussi un rdle

prédominant dans les cycles biogéochimiques (Quena, 2004).

2. Microorganismes du sol
Les microorganismes sont par définition des étres vivants microscopiques pour la
plupart unicellulaires. La majeure partie de ces organismes appartient au régne procaryote,
bactéries et archea, mais sont aussi représentés chez les eucaryotes comme les protozoaires et
les fungi. Les bactéries, les champignons et les actinomycetes représentent I’essentiel de la

biomasse microbienne du sol (Lavelle et Spain, 2001).
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2.1. Bactéries

Ce sont des procaryotes unicellulaires de formes trés diverses leur taille varie de 0,3 a 3
ppm. Leur classification était habituellement basée sur des critéres phénotypiques incluant par
exemple la morphologie des cellules (Batonnets, coccis, bacilles...), la structure de la paroi
cellulaire (gram positif, gram négatif), la présence d’endospores, la mobilité des cellules et la
position des flagelles (Lavelle et Spain, 2001) et aussi sur des groupes nutritionnels
(hétérotrophe et autotrophe). Cependant, c’est la classification en groupe fonctionnel qui est
souvent préférée, parce qu’elle donne plus d’information, elle devise les bactéries en 4 groupes
selon la source d’énergie utilisée (énergie lumineuse ou des réactions redox) et la nature du
donneur d’électron (organique ou minéral) : les photolitotrophes, les photoorganotrophes, les
chémolitotrophes et les chémo-organotrophes. (Lavelle et Spain, 2001).

Les bactéries hétérotrophes constituent le type dominant dans le sol par leur
consommation et minéralisation des matiéres organiques. Les bactéries interviennent dans un
grand nombre de processus et d’interactions mutualistes ou antagonistes avec les autres
organismes du sol. Elles jouent un réle fondamental dans le cycle de 1’azote (ammonification,
nitrification, dénitrification, fixation symbiotique du Nz), du carbone (décomposition et
minéralisation), du phosphore, du souffre et dans le recyclage des déchets et des polluants
comme les pesticides (Leung et al. 1997). Elles interviennent également dans le maintien de la

structure du sol par la formation des agrégats.

A X
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Figure 1. Différentes formes des cellules bactériennes (Bergey, 1988 ; Aloui, 2014).
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2.2. Actinomycétes

Ce sont des microorganismes filamenteux hétérotrophes présentant des similitudes avec
les champignons et les eubactéries. Ils ont I’aspect filamenteux et la capacité de sécréter des
antibiotiques (Stolp, 1988) ainsi que la possibilité d’effectuer de trés nombreuses réactions
biochimiques. Leur nombre est d’un a cent million par gramme de terre, et leur poids total est

d’environ une tonne par hectare (voir la figure 02).

Coloni;s
d’actinomycétes
Colonie de sitreplomyces du sol

Nocardia asferoides

Actinomadura madurae

= Les actinomyceéetes sont
souvent pigmentés

Figure 2. Aspect des colonies d’actinomycetes (Bergey, 1989).

Les actinomycetes sont des décomposeurs primaires des maticres organiques résistantes
comme 1’écorce, les feuilles et les tiges. Ils sont particulicrement efficaces dans la dégradation
de la cellulose, de la chitine et de la lignine. Les especes du genre Frankia forment des
symbioses fixatrices d’azote en association avec casuarinacées et d’autres plantes supérieures

(Stalop, 1988 ; Lavelle et Spain, 2001).

2.3. Les champignons

Les champignons du sol ou mycétes sont des levures, des champignons supérieurs et
surtout des moisissures des genres Peénicillium, Aspergillus, Fusarium, Rhizoctonie,Mucor,
Trichoderma. 1ls peuvent étres définit comme des microorganismes hétérotrophes filamenteux
et immobiles, mais [’hétérotrophie est la régle générale, les autres critéres ne sont pas absolus

(Sablonnier, 2002), la figure 3 illustre les différentes formes des champignons du sol.
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Fungi imperfecti
Phycomycétes Trichoderma

Rhizopus

Penicillium Aspergillus
Ascomycétes

Verticillium Helminthosporium  Fusarium Cladosporium
Fungi imperfecti

Figure 3. Différents champignons du sol (Domergue et Mangent, 1970).

La plupart des eumycetes ont une paroi chitineuse et leur organe reproducteur est
dépourvu de flagelles. Les eumycetes sont constitués de quatre principaux groupes qui sont
différents par leur organe reproducteur survivant dans le sol: les Zygomycetes, les
Ascomycétes, les basidiomyceétes et les deutéromycetes (Lavelle et Spain, 2001). La majorité
des grands groupes taxonomiques de champignons sont tous hébergés dans le sol (Thorn, 1997).
Elles présentent une grande diversité, des études estiment le nombre d’espéces a 1.5 million
approximativement (Hawks et Mond, 1997).

Les champignons sont souvent dominants dans les sols naturels en termes de biomasse
(Schnurer et al. 1986). Ils jouent des roles trés importants dans les cycles des nutriments du sol
(Bloem et al. 1994, Thron, 1997) notamment dans la décomposition de la mati¢re organique.
IIs interviennent dans un grand nombre d’interactions mutualistes (mycorhizes, champignons-
termites) et ont une part importante dans plusieurs relations commensales et compétitives avec

les autres organismes du sol. Les champignons jouent un réle important dans le recyclage des
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déchets, des sécrétions chimiques et excrétions des racines des plantes, des animaux et des

microorganismes (Deruiter et al. 1999).
2.4. Algues

Les algues regroupent des formes extrémement variées, de taille divers, depuis les
organismes unicellulaires microscopiques jusqu’aux algues marines qui peuvent atteindre 30m

de long. La figure 4 illustre les trois principales espéces d’algues.

Figure 4. Les trois principales espéces d'algues

Algue brune (gauche) ; algue rouge (au centre) ; algue verte (droite) (Tremblay, 2002).

Leur classification est fondée sur la composition des pigments et de la paroi cellulaire.
Les formes terrestres sont essentiellement des Chlorophycées, Euglénophycées (aussi
considérées comme des protozoaires) et des chrysophycées (diatomées). Les algues en raison
de leur caractere photosynthétique, ont une signification différente des autres microorganismes
du sol, alors que les bactéries et les champignons sont principalement des agents de
décomposition et de minéralisation, les algues sont des producteurs primaires (stolp, 1988).

Les algues unicellulaires et filamenteuses ont un rdle important comme producteurs
primaires dans les sols désertiques et les sols émergés. Par les mucilages qu’elles produisent et
par I’action mécanique des filaments, elles ont un réle important dans 1’amélioration de la

structure des sols exondés dont elles augmentent 1’agrégation (Lavelle et Spain, 2001).

3. Fonctionnement microbiologique du sol
Les relations entre les microorganismes et aussi avec les organismes eucaryotes comme

les nématodes, les plantes et les animaux et avec les composants abiotiques de I’environnement
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constituent la base de 1’écologie microbienne dans le sol (Trevors et Elsas, 1997). Elles
constituent les moteurs des différents processus qui se déroulent dans le sol. Ils ont un role
majeur dans la décomposition de la matiére organique, contribuent un recyclage des nutriments
et facilitent ’absorption des éléments par les racines. Ils sont également impliqués dans la

structuration des sols et leur dépollution (Innov-agri, 2017).

4, Réseaux trophiques du sol

Un réseau trophique est défini comme une chaine d'interactions consommateurs-
ressources entre différents groupes fonctionnels d'organismes (Bloem et al. 1994). Dans le sol,
les réseaux trophiques incluent les microorganismes (bactéries et champignons
principalement), les protistes, nématodes et quelques acariens. Les microorganismes, en
particulier les bactéries, sont fréquemment impliquées dans une multitude d'interactions non
génétiques avec d'autres microorganismes, notamment au niveau de la rhizosphére. Ces
interactions sont souvent nutritionnelles. Un microorganisme dépend d'un autre
microorganisme pour la dégradation de produits ou de substrats spécifiques, ou différents
microorganismes sont en compétition pour le méme substrat (Trévors, et Elsas, 1997).

En effet, les débris de matiéres organiques qui tombent au sol sont consommeés par des
étres vivants que 1’on appelle des décomposeurs. Ils se nourrissent des molécules organiques
qu’ils dégradent et rejettent dans les excréments des éléments minéraux qui sont des déchets de
leur métabolisme. Les décomposeurs jouent donc un role essentiel dans la minéralisation de la
matiere organique du sol. Les premiers a intervenir dans ce processus sont les bactéries et les
champignons, qui colonisent les cadavres et les déchets végétaux. D’autres décomposeurs sont
des animaux comme les collemboles, qui se nourrissent aussi directement de maticre organique
végétale morte et mangent les champignons et bactéries. Ils rejettent a leur tour des éléments
minéraux dans leurs excréments et participent au recyclage de la matiere organique du sol. Ces
décomposeurs nourrissent eux-mémes un grand nombre de prédateurs du sol : carabes, pseudo
scorpions, araignées, taupes et sont donc a la base des réseaux tropiques du sol (Thomas, 2019).

Les interactions entre les populations microbiennes peuvent étre reconnues comme des
interactions négatives (compétition, amensalisme), positives (commensalisme, synergique et
mutualisme), ou positives pour l'un et négatives pour l'autre population (parasitisme ou
prédation). De nombreux exemples montrent l'existence de tous ces types d'interactions entre
les populations microbiennes dans les sols. L'inhibition des champignons pathogénes

Gaeumannomyces graminis des racines du blé par Pseudomonas fluorescens, due a la
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production in situ d'antibiotique du type phénazine (Thomashow et al. 1990), est un exemple

d'interaction amensale entre microorganismes.

5. Interactions entre les microorganismes et les plantes
5.1. Interactions non symbiotiques

L'interface entre le sol et les racines est un habitat trés dynamique. Dans la masse de sol
environnante, la croissance et la prolifération des microorganismes sont limitées par un déficit
de carbone et d'énergie. Par contre, la libération continue de nutriments organiques dans la
rhizosphere stimule ['activité et la multiplication des microorganismes (Atlas et Bartha, 1993 ;
Olsson et Alstrom, 2000), des densités de 1'ordre de 10° UFC g -1 de sol sec y est détectée (Tate,
1995).

Le développement de la communauté rhizosphérique a une variété¢ d'impact direct ou
indirect sur la production de biomasse de la plante (Tate, 1995). Beaucoup de bactéries qui
colonisent la rhizosphére produisent des composés organiques qui permettent le développement
du systeéme racinaire des plantes. Elles sont responsables du recyclage et de la solubilisation des
¢léments minéraux (azote, phosphore, calcium), de la synthése des vitamines, des acides
aminés, des auxines lesquels stimulent la croissance des plantes (Tate, 1995 ; Lavelle et Spain,
2001) ou bien d'autres substances qui peuvent inhiber les organismes pathogeénes des plantes
(Glick, 1995). Les effets indirects résultent de l'effet de la communauté microbienne
rhizosphérique sur la structure du sol. En effet, les microorganismes produisent des
polysaccharides qui cimentent les particules minérales du sol a l'intérieur des agrégats.
L'amélioration de la structure du sol, par l'augmentation de I'agrégation, aboutit a I'amélioration
de l'aération du sol, a l'infiltration de 1'eau et a la pénétration des racines (Tate, 1995).

Certains microorganismes en particulier les bactéries et les champignons peuvent envahir
les tissus des racines, ou elles peuvent provoquer de nombreuses maladies (Sorensen, 1997).
Ces maladies apparaissent chez les plantes sous forme de nécrose, de pourritures, de troubles

vasculaires, de tumeurs et ou de 1ésions.

5.2. Interactions symbiotiques

En plus des interactions avec les microorganismes dans la rhizosphére, les racines des
plantes ¢tablissent des relations symbiotiques spécifiques avec certains microorganismes du
sol. Deux types d'associations ont fait I'objet d'un grand nombre d'étude, il s'agit des associations
mycorhiziennes et des symbioses fixatrices d’azote (Shrivastava et Kumar, 2015).
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5.2.1. Symbioses mycorhiziennes
Les mycorhizes sont des associations bénéfiques entre les racines des végétaux et les
filaments mycéliens des champignons supérieurs. Cette association améliore la nutrition
minérale (principalement phosphore) de la plante, alors qu'elle fournit au champignon
hétérotrophe des assimilant photosynthétiques qu’ils ne peuvent pas obtenir dans le sol. Il existe
trois types de mycorhizes, définies selon des critéres morphologiques et cytologiques : les

ectomycorhizes, les endomycorhizes et les ectendomycorhizes (Shrivastava et Kumar, 2015).

5.2.2. Symbioses fixatrices d'azote

Deux groupes de bactéries ont été identifiés comme fixatrices d'azote en association avec
les plantes supérieures. 11 s'agit des Rhizobiums qui s'associent généralement avec les plantes
légumineuses et d'autres especes aussi (des papilionacées, des mimosacées, césalpiniacées) et
des Frankias, bactéries filamenteuses sporulantes associées a des plantes dites actinorhiziennes
comme les Casuarinacées (Shrivastava et Kumar, 2015). Ce sont des associations spécifiques,
puisqu'elles impliquent un systéme de reconnaissance mutuelle entre les deux partenaires. La
plante exsude dans le milieu des flavonoides qui activent les génes de la nodulation des
bactéries, provoquant la synthése d'une molécule signal. Cette derni¢re déclenche chez la plante
des processus qui permettent la pénétration des bactéries dans la racine et la formation de
nodules (Garcia et Nahas, 2012). Les Rhizobiums qui s'installent dans les cellules se
différencient en bactéroides, et synthétisent la nitrogénase, I'enzyme qui catalyse la fixation de
l'azote de l'air. Dans le cas des symbioses actinorhiziennes, les hyphes de Frankia qui pénetrent
dans les cellules végétales, se différencient en vésicules, siege de la synthese de la nitrogénase
(Normand et al. 2000). Les symbioses fixatrices de 'azote sont extrémement importantes dans
le maintien de la fertilité de sol, elles sont utilisées dans les pratiques agricoles pour augmenter

les rendements des cultures (Atlas et Bartha, 1993).

6. Mycorhizes comme élément d’explication de la diversité végétale

Des expériences avec des plantes et des champignons & mycorhizes a arbuscules ont
montré que la diversité des champignons dans un réseau mycélien favorisait par synergie la
coexistence et la diversité des espéces végétales, par rapport a un systéme avec une faible
diversit¢ de champignons (Piotrowska et Dtugosz, 2012). En outre, ’augmentation de la

complémentarité d’utilisation des ressources, une grande diversité fongique peut améliorer
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I’échange des nutriments, améliorer I’acquisition globale des nutriments par les plantes et
promouvoir la productivité primaire.

Les expériences avec les plantes ectomycorhizées n’ont révélé aucun effet de la diversité
fongique sur les performances de 1’hote ou les services éco systémiques, malgré certaines
preuves de répartition des sources de phosphore organique et une forte complémentarité
fonctionnelle entre les especes fongiques. Cependant, I’absence de tels effets peut étre liée a
I’étude des semis sur une courte période (Djigal, 2003).

Les différences de diversité¢ végétale entre les habitats dominés par ces deux types de
mycorhizes sont aussi liées a la rétroaction plante-sol. Etant donné que les plantes a mycorhizes
a arbuscules sont relativement vulnérables aux attaques et accumulent les pathogénes transmis
par le sol, il se produit une certaine régulation par ces pathogenes, ce qui contribue a réduire les
especes dominantes et contribue ainsi a la grande diversité végétale dans les communautés
dominées par des mycorhizes arbusculaires. A toutes les échelles géographiques, les
communautés végétales dominées par des systémes ectomycorhizés ont tendance a étre moins
diversifiées que les communautés dominées par des systémes arbusculaires. Quatre mécanismes
- acceés aux nutriments organiques, accumulation de matiéres organiques et de composés
allopathiques et rétroaction positive entre plantes et sols - agissent en synergie dans les
communautés végétales dominées par les plantes ectomycorhizées pour maintenir la mono

dominance communautaire sur plusieurs générations (Djigal, 2003).
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Introduction
La production de I'huile d'olive est une activité agro-industrielle importante dans de
nombreux pays méditerranéens ((Mateo et Maicas, 2015). Le traitement des olives produit de
grandes quantités de résidus : un résidu trées humide, appelé "grignon d'olive", et un effluent
liquide appelé "eaux de végétation ou margines. Ces dernieres sont générées au cours des
différentes étapes de production d'huile d’olive suite a I’utilisation de 1’eau (Moreno et al.

2017).

1. Caractéristiques physicochimiques des margines
Les margines sont caractérisées par une couleur foncée et une odeur d’huile d’olives. Leur
composition dépend de différents paramétres tels que (El-Bassi et al. 2021) :
= Ja variété d'olive ;
= les conditions pédoclimatiques ;

= Jes procédés d'extraction de 'huile.

Elles présentent une composition chimique trés complexe et hétérogeéne. Elles contiennent
une variété de composés organiques et minéraux, de nature et de concentration treés différente
(Fiorentino et al. 2003). En effet, elles sont riches en matieres organiques, plus particulierement
les composés phénoliques, et contiennent aussi des particules solides en suspension.

Elles sont caractérisées par un pH acide compris entre 4,2 et 5,9 (Lamraoui, 2018), et une
salinit¢ ¢élevée exprimée en conductivité électrique (18 a 50 mS/cm) (Amirante et
Montervinodue, 1996). Elles sont riches également en ions potassium, chlorure, calcium et
magnésium (Fiestas et al. 1992). Le tableau I résume les caractéristiques phyisico-chimiques
des margines et leur valeur.

Tableau I. Caractéristiques physico-chimiques des margines (Fiestas et al. 1992).

Paramétres Valeurs
pH 42259
Turbidité (NTU) 140
Couleur coloration brune-rougeatre
Conductivité 18 et 50 ms.cm™ "
Temperature Ambiante
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Les ¢tudes menées sur les margines peuvent nous renseigner sur les intervalles de variation
de leurs différents composants chimiques (Obied et al. 2005), on y trouve essentiellement
I’eau (83-88%), les substances organiques (10-15 %) et les substances minérales (1.5-2%)

(Sancoucy, 1984).

1.1. Fraction minérale

Les margines contiennent des quantités significatives en sels minéraux (Kestioglua,
2005), dont 80% sont solubles (phosphates, sulfates et chlorures) et 20% sont insolubles
(carbonates et silicates) (Ranalli, 1991). La fraction minérale a été rapportée par Salvemini,

(1985) dans le tableau suivant :

Tableau II. Composition minérale des margines (Salvemini, 1985).

Eléments Concentrations

Phosphore 800,6
(P04*)

Chlore (CI") 270,2
Sulfate (S04%) 16,68
Sodium 5370,9
Potassium 15295,5
Calcium 1167,6
Magnésium 410,3
Fer 103.,4
Aluminium 8,34
Chrome 0,66
Nickel 3,36
Cobalt 1,33
Manganese 1,66
Cadmium 0,83
Zinc 10,0
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1.2. Fraction organique
La matiére organique des margines est constituée de polysaccharides (13-53%),
de protéines (8-16%), de composés phénoliques (2-15%), de lipides (1-14%), de
polyalcools (3-10%) et des acides organiques (3-10%) (Fiestas et Borja, 1992). Cette
composition résulte de la destruction des tissus d’olive au cours de la trituration et de
I’extraction de 1’huile (Cossu et al. 1993 ; Al Mallah et al. 2000 ; Centi et al. 2000 ;
Chamkha et al. 2001). Cette fraction organique présente une composition complexe et

hétérogene, elle est constituée de deux fractions (Aissam, 2003) :

- une fraction insoluble constituée essentiellement de pulpes d’olives, maticres

en suspension et colloidales ;

- une fraction soluble dans la phase aqueuse qui contient des sucres, lipides,
acides organiques, pectines, composés phénoliques (Hamdi, 1991), vitamines et

parfois des traces de pesticides (Kapellakis et a/. 2008).

2. Caractéristiques biologiques
2.1. Microflore des margines
Dans les margines, seuls quelques microorganismes arrivent a s’y développer, il s’agit
essentiellement des levures et des moisissures. Dans la plupart des cas, il y a absence de
microorganismes pathogénes, a cet effet elles ne posent alors aucun probléme du point de vue
sanitaire (Zbakh et El-Abbassi, 2012 ; Ntougias et al. 2013). Le pouvoir antimicrobien des
margines est li¢ a I'action exercée par les phénols monomériques et les pigments bruns catéchol-
mélaninique (Hamdi et Ellouz, 1993). Ces derniers peuvent inhiber également I’activité des
bactéries symbiotiques fixatrices d’azote dans le tube digestif des ruminants en inhibant leur
activité enzymatique (Hattenschwiler et Vitousek 2000). Les phénols contenus dans les
margines agissent sur les bactéries en dénaturant les protéines cellulaires et en altérant leur
membranes (Ranalli, 1991).
2.2. Demande biologique en oxygéne

Selon El-Bassi et al. (2021), les margines sont généralement caractérisées par des

niveaux élevés de demande chimique en oxygene (DCO) et de demande biologique en

oxygeéne (DBO), atteignant des valeurs élevées. Les caractéristiques biologiques des

margines et leur valeur sont résumées dans le tableau III.
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Tableau III. Caractéristiques biologiques des margines (Lutwin et al. 1992).

Parametres Valeurs

DCO 100 a 220 kg/m?

DBO5 100/m?

3. Composés phénoliques
Les composés phénoliques, ou polyphénols, constituent une famille de molécules
organiques largement présentes dans le regne végétal. Les composés phénoliques des margines
sont tres divers et leur structure est trés variable. Plus de 50 différents composés phénoliques
ont ¢t¢ identifiés dans les margines (Obied et al. 2005), leur teneur varie entre 3 a 5 g/l et peut
dépasser 9 g/l (Rayan et al. 1991). Les composés phénoliques sont divisés en plusieurs
catégories (Rayan et al. 1991) :
= [es flavonoides : ce sont les composés les plus abondants parmi tous les composés
phénoliques (Noipa et al. 2011 ; Ghedira, 2005) ;
= Jes tannins résultants de la polymérisation des flavonoides (Karamac¢ et Pegg, 2009) ;
= les acides phénoliques ;
= d’autres composés phénoliques monomeriques ont €té identifiés comme 1’oleuropéine,

le L-caféyl- glucose et I’oleuropéine aglycone (Wagner et al. 1981).

En 2010, Crozier a démontré que les composés phénoliques sont de plus en plus utilisés
dans le domaine thérapeutique. De nombreux travaux (Beret, 2000 ; Fadil et al. 2003) suggerent
que les polyphénols participent a la prévention des maladies cardio-vasculaires, et qu’ils
agiraient aussi en inhibant I’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénoméne de thrombose
qui peut conduire a I’occlusion des artéres (Manach et al. 2005). Le tableau ci-dessous résumes

les différentes activités biologiques des polyphénols des margines (Zbakh et El-Abbassi, 2012).
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Tableau IV. Activités biologiques des polyphénols des margines (Zbakh et ElI-Abbassi,
2012).

Composé phénolique Activité biologique

Activité antioxydant

Activité cardioprotective

Hydroxy tyrosol Activité antimicrobienne et antiviral
Activité anti-inflammatoire

Activité fongicide

Activité antioxydant
Tyrosol Activité anti-inflammatoire
Activité cardio-protectrice

Activité neuroprotective

Activité antioxydant

Activité cardio-protectrice

Activité neuroprotectrice

Activité antiproliférative
Oleuropéine Activité anti-hypertensive

Activité antimicrobienne et antivirale

Activité anti-inflammatoire

Antioxydant
Oleuropéine,aglycone Neuroprotectrice
Cytoprotectrice

Anti-inflammatoire

Les composés phénoliques jouent un role de protection des plantes contre les invasions
microbiennes, et présentent d’autres mécanismes d'action de lutte contre les champignons, les
bactéries et les virus. Ces propriétés antifongiques et antivirales trouvent de nombreuses
applications en médecine humaine (Xia et a/. 2011). Il a été rapporté que les raisins (Vitis
vinifera) possédent des propriétés pharmacologiques importantes, et en particulier des activités
antimicrobiennes grace a la présence de nombreux polyphénols, notamment d’acide gallique,
d’acide hydroxycinammique, de flavanols, de flavonols et de tanins (Nassiri-Asl et

Hosseinzadeh, 2009). Les composés, appartenant aux acides phénoliques, les plus représentatifs
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de ces effets sont les acides cinnamique et caféique qu’on les retrouve dans le thym et le
téragone, ils sont particulieérement efficaces contre de nombreuses souches bactériennes,

fongiques et virales (Cheng et al. 2008).

4. Valorisation agricole des margines

Le probleme des margines se pose de plus en plus avec 1’augmentation de la production
de I’huile d’olives. Les quantités de margines produites de maniére traditionnelle sont moins
importantes que les quantités produites dans les unités modernes. Bien que la nature puisse
absorber et épurer les déchets liquides tels que les margines, les quantités déversées dans la
nature provoquent de graves pollutions et diminuent la qualité des sols (Mohammed, 2019).

Les substances toxiques contenues dans les margines se fixent dans les sols. Certaines
de ces dernieres telles que les phénols, peuvent inhiber 1’activité microbienne du sol. La
microflore bactérienne du sol peut étre détruite suite a 'acidification du milieu. Par ailleurs, le
caractere visqueux des margines entraine la formation d'un dépdt huileux qui provoque
I’imperméabilité du sol dans un premier lieu et son asphyxie par la suite (Mohammed, 2019).

En raison des caractéristiques physico-chimiques des margines, elles posent de sérieux
risques environnementaux. En effet, I'¢limination incontrdlée de ces effluents peut entrainer la
pollution des ecaux, la dégradation des sols et des émissions d'odeurs (Bargougui et al. 2019).

Les techniques appliquées pour I'épuration des margines (traitements physico-
chimiques ou biologiques) sont complexes et colteuses (Bargougui et al. 2019). Au cours des
derniéres décennies de nouvelles biotechnologies soit en laboratoire, soit a 1'échelle pilote ont
¢été proposées et testées pour la dépuration et la valorisation des margines, ces techniques ont
pour objectif majeur d'éliminer la matieére organique des margines et de réduire sa charge en
composés phénoliques considérés comme toxiques (El Hassani et al. 2020).

Les margines peuvent étre utilisées comme fertilisant, a ce sujet, de nombreux travaux
ont ¢été¢ publiés, concernant les effets de 1’épandage des margines sur des sols cultivés de
céréales ou d’autres cultures annuelles (El Hassani et al. 2020). Des expérimentations
agronomiques, menées avec des doses d’apport conforme aux régles de fertilisation, ont toutes
montré un effet favorable des margines sur la fertilité des sols, car d’une part, elles ne
contiennent pas de métaux lourds et de microorganismes pathogenes, et d’autre part, elles sont
riches en ¢éléments minéraux nutritifs (El Hassani et a/. 2020).

En plus, comme elles sont constituées de maticre organique, elles représentent un
excellent substrat pour le développement de la microflore qui permet d’améliorer les propriétés

physico-chimiques du sol (Kuznetsova et al. 2007). Di Giovacchino et al. (2002) ont fait une
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¢tude dont le but était de contribuer a la connaissance des effets de 1’épandage des margines
pendant une longue période sur des sols plantés de mais (plus de 10 ans) et de vigne (plus de 5
ans). Les résultats obtenus ont montré que pour les deux sols la productivité avait augmenté.
L’emploi des margines a des doses élevées a permis leur utilisation comme fertilisant,
néanmoins il n’est pas sans inconvénients, ils générent une acidité et une salinité élevées, une

accumulation de lipides et d’acides organiques (Kuznetsova et al. 2007).
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Matériels et méthodes

1. Matériel
1.1. Matériel biologique

1.1.1. Margines
Les margines utilisées dans le présent travail ont été prélevées d’une huilerie moderne a
trois phases située dans la région de TIZI RACHED au cours de I’extraction de 1’huile d’olive
(olives noires, dernier stade de maturation) de variété Chamlal. Ces oliveraies sont ¢galement
situées a Tizi Rached selon les coordonnées Lambert suivantes : 36°41°18”” a 36°41°23°N et

4°12°41°° a4°12°46°’E, sur une altitude de 210 m (Google Earth., 2020).

Figure 5. Zone des oliveraies desquelles sont issues les margines (Google Earth,).

L’échantillon est noté « M » collectée au mois de janvier 2020 et provient de la récolte
de 2019/2020. Apres la collecte, les margines ont été mises dans des bouteilles en plastique et
conservées au congélateur a une température de -20°C, pour €tre décongelées a la veille de leurs

utilisations, (voir figure 6).
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Figure 6. Aspect des margines étudiées .

1.1.2. Echantillons de sol

Trois échantillons de sols, notés ; S1, S2, S3, sont prélevés dans les régions arides des
hauts plateaux algériens, et un autre sol, noté S4, est prélevé dans la région de Béni Aissi, sur
une zone d’échantillonnage prise arbitrairement dont les coordonnées Lambert sont : 36°39
27N 405’19 E, a une altitude de 484 m (voir figure 8). Les échantillons de sols analysés
lors de cette expérimentation ont été cultivés avec de 1’orge (Hordeum vulgare L. var. fouara),
qui est une espece rustique cultivée dans les hauts plateaux Algériens, particulierement sur des
sols arides. Les semences de cette variété (figure7) proviennent de M.A.R.A, IDGC 20/01/2021
de Sétif.

fétériainahnah

; Google

[

Figure7. Situation géographique du lieu d’échantillonnage du sol 4 (S4).
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Figure 8. Semences d’orge (Hordeum vulgare L. var. fouara).

1. Méthodes
1.1. Présentation du dispositif expérimental

Afin de se rapprocher le plus possible de 1’effet de I’apport des margines sur la microflore
du sol a des conditions au champ, des essais en pots en plastique ont été réalisés. Chaque pot a
d’abord été rempli de 30g de perlite ; un matériel parfait pour améliorer le drainage afin d’éviter
I’asphyxie des plantes. Ensuite, 120 g de chaque sol tamisé et aéré ont été disposés a I’intérieur
de chaque pot. Puis le semis de I’orge a été réalisé a raison de 5 caryopses par pot. Apres le
semis, tous les pots ont été arrosés de 30 ml d’eau minérale afin d’obtenir une germination)

Haouam et Rezki, 2019 ; Demik, 2020).

Perlite

Semis et arrosage

Figure 9. Préparation des pots pour la croissance de I’orge en présence de margines.
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Une série de trois répétitions a été réalisée pour chaque échantillon de sol et pour chaque
test, sois 09 pots pour chaque sol (03 témoins, 03 test avec margines brutes, 03 test avec
margines diluées). L’apport des margines a ¢té réalisé avec un volume total de 30 ml effectué
une semaine apres le semis (apres 1’obtention d’une germination).

Pour chaque échantillon de margines ont été effectuées deux concentrations : 50% et 100%,
chaque concentration a été répétée trois fois. En paralléle, un témoin arros¢ a 1’eau minérale
poss¢de également trois répétitions. L’arrosage suivant ces concentrations s’effectue apres
chaque semaine. Le suivi de la croissance s’étale sur une période de 22 jours (8 jours de
germination + 14 jours de levée) correspondant a la date du 07/06/2021 au 29/06/2021. Soit
deux arrosages ont été effectués. Le résultat du dénombrement de la microflore totale et des
levures et moisissures a été réalisé pour chaque sol cultivé ou non cultivé.

2. Dénombrement des microorganismes des sols arrosés avec les margines
2.1. Préparation des suspensions meéres

La suspension mere est obtenue en mélangeant 10g de chaque sol arrosé avec les
différentes concentrations de margines avec 90 ml d’eau physiologique et le tous sont agité 15
min I’aide d’un agitateur (Yaakoubi, 2009), (modifier). La figure 10 montre 1’aspect des

différentes suspensions obtenues.

Sol arrosé Sol arrosé .
Sol arrosé
avec les avec les 9
.. X . avec I’eau
margines a margines a L
minérale

100% 50%

Figure 10 . Aspect des différentes suspensions meéres.
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2.2. Dénombrement de la microflore totale du sol

Le dénombrement est déterminé a partir de la suspension mére préalablement préparée
et ce, en diluant 1 ml dans 9 ml d’eau physiologique et ainsi de suite, une série de dilutions
décimales successives (107, 107 et 10°°) est réalisée. Ensuite, des boites de Pétri contenant de
la gélose nutritive sont ensemencées en masse avec les diverses dilutions de la suspension mere.
Les boites, sont ensuite incubées a 37°C durant 24 a 48h. Le calcul du nombre de
microorganismes, se fait a partir du nombre de colonies, unité¢ formant colonie (UFC), obtenues
dans la ou les boites correspondant aux dilutions donnant un résultat dénombrable (30-300).
Chaque colonie est considérée comme ayant été engendrée par une cellule de microorganisme

(Yaakoubi, 2009).
2.3. Dénombrement des levures et des moisissures du sol

Le dénombrement des levures et des moisissures est déterminé sur le milieu de culture
PDA suivant la méme procédure précédente décrite pour la microflore totale. Les boites de Pétri

sont incubées a 28°C pendant plus de 72h (Yaakoubi, 2009), (modifi¢).
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1. Résultats et discussion

Afin d’étudier I’'impact de I’apport des margines sur les microorganismes du sol, nous
avons procédé a une numération des microorganismes apres trois fois d’arrosages sur une durée
de 21 jours. La présente étude s’est focalisée sur une comparaison entre le sol témoin (non
arrosé avec des margines) avec ceux des sols, cultivés ou non, avec 1’orge et traités aux
margines. La répercussion de ces dernieres sur la croissance de I’orge étant déja étudiée dans
les travaux précédents (Haouam, 2019 ; Demik, 2020) qui ont pu recommander 1’utilisation des
margines diluées (50%). En outre, nous nous sommes intéressés a dénombrer les levures et les
moisissures considérées comme étant les principaux facteurs de dégradation des margines. Les

résultats du dénombrement sont exprimés en unités formant colonies /g de sol.

1.1. Effet des margines sur la microflore totale des sols étudiés

Les résultats du dénombrement de la microflore totale des différents sols cultivés traités
avec les différentes doses de margines ainsi le témoin sont résumés dans les figures 11 ;12 ; 13,
14 et 15. L’effet de 1’épandage des margines sur 1’activité microbienne du sol peut étre étudié
en analysant simultanément les histogrammes des moyennes du dénombrement des sols cultivés
avec ceux du témoin. La figure 12 indique la microflore totale dans le sol (S1) cultivé en log

UFC/ g de sol.

S1

8,16

8,14
8,12
EA
8,1 u
[ m M50
8,08 mM100
8,06
8,04
EAU M50

MI100

Microflore totale
(log UFC/g de sol )

Traitement appliqué

Figurell. Résultats du dénombrement de la microflore totale dans le sol cultivé (S1)
arrosé avec les margines (50 ou 100%) comparativement au témoin arrosé avec I’eau

apres 48h d’incubation.
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La figure 13 indique le nombre de la microflore totale dans le sol (S2) cultivé en log UFC/

g de sol.
S2

8,16
o= 814
s 2
Se 812
> o EAU
S0 8,1
=4 { m M50
5= 8,08
2 ap mM100
=2 806

8,04

EAU M50 M100
Traitement appliqué

Figure 12. Résultats des dénombrements de la microflore totale dans le sol cultivé (S2)
arrosé avec les margines (50 ou 100%) comparativement au témoin arrosé avec I’eau

apres 48h d’incubation.

La figure 14 indique le nombre de la microflore totale le sol (S3) cultivé en log UFC/ g

de sol.

S3

8,25
82
8,15

8,1 EAU
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Microflore totale
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Figure 13. Résultats du dénombrement de la microflore totale dans le sol cultivé (S3)
arrosé avec les margines (50 ou 100%) comparativement au témoin arrosé avec I’eau

apres 48h d’incubation.
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La figure 14 indique le nombre de la microflore totale dans le sol (S4) cultivé en log UFC

/ g de sol.
S4

8,2
D : 891
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g °©
@ 7,9
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Figure 14. Résultats du dénombrement de la microflore totale dans le sol cultivé (S4)
arrosé avec les margines (50 ou 100%) comparativement au témoin arrosé avec I’eau

apreés 48h d’incubation

La figure 15 indique le nombre de la microflore totale dans le sol (S4) non cultivé (témoin)

en log UFC / g de sol.

S4
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Figure 15. Résultats du dénombrement de la microflore totale dans le sol non cultivé
(S4) arrosé avec les margines (50 ou 100%) comparativement au témoin arrosé avec

I’eau aprés 48h d’incubation.
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Les résultats montrent une influence positive de I'emploi des margines sur la microflore
totale du sol. D’apres les histogrammes, la microflore totale augmente dans les sols traités par
margines comparativement au témoin. Cela signifie que les doses utilisées n’exercent pas
d’activité antimicrobienne dans les conditions entreprises dans le présent travail. De plus, les
margines, ¢étant riches en matiéres organiques, favoriseraient la croissance des
microorganismes. En effet, Medeci et a/. (1985) ont montré qu'a un pH neutre ou légérement
alcalin (7,4-7,6), ces composés phénoliques passent sous forme de phénates et perdent une
grande partie de leur pouvoir antimicrobien. Les microorganismes peuvent alors les utiliser
comme nutriments carbonés et énergétiques (Borja et al. 1995).

Par ailleurs, Dommergues (1971) a montré que la biodégradation des composés
phénoliques par les bactéries du sol peut étre accélérée par une élévation du pH et/ou une
amélioration de I'aération. Ben Rouina et al. (1999) ont aussi montré que la fertilité du sol a été
améliorée par l'apport des margines, notamment au niveau des teneurs en matiere organique et
en potassium. Rappelons que, généralement les margines sont des effluents a contenu organique
allant de 2,5 a 10,5 % du volume total. Bien que cette teneur soit faible, elle pourrait constituer
un stimulus de 1’activité microbienne du sol.

Dans le cas de la présente étude, les quantités de margines utilisées ainsi que les
conditions d’essai (essai dans des pots en plastiques) semblent n’avoir aucun effet inhibiteur
sur la charge microbienne du sol. Ceci est en accord avec la littérature (Lombardo et al. 1988 ;
Marsilio et al. 1990, Tomati, 1992) qui rapporte que 1'épandage des margines sur le sol a montré
un effet positif sur les populations de champignons, d'actinobactéries, de bactéries fixatrices
d'azote atmosphérique et de bactéries cellulolytiques du sol. Dans le méme sens, les travaux
réalisés par Ben Ruina et al. (1999) ont montré que l'application des margines sur des jeunes
oliviers en pots, avec des doses croissantes (0, 2, 4, 6 et 8 litres/pot) pendant deux années, a

permis une activité microbienne intense et une abondance relative de fixateurs d'azote.

1.2. Effet des margines sur les levures et les moisissures du sol
Les résultats du dénombrement des levures et des moisissures des différents sols cultivés
traités avec les différentes doses de margines ainsi le témoin sont résumés dans les figures 16 ;

17, 18, 19 et 20.
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Figure 16. Résultats du dénombrement des levures et moisissures dans le sol cultivé (S1)
arrosé avec les margines (50 ou 100%) comparativement au témoin arrosé avec I’eau

aprés 72 h d’incubation.

S2
" 7,4
o ~
a i—oi 7,2
tg 7
g0 68
k> % 6,6 { EAU
S 64 = M50
g
: 6,2 mM100
- 6
EAU M50 M100
Traitement appliqué

Figure 17. Résultats du dénombrement des levures et moisissures dans le sol cultivé (S2)
arrosé avec les margines (50 ou 100%) comparativement au témoin arrosé avec I’eau

apres 72 h d’incubation.
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Figure 18. Résultats du dénombrement des levures et moisissures dans le sol cultivé (S3)
arrosé avec les margines (50 ou 100%) comparativement au témoin arrosé avec I’eau

apres 72 h d’incubation.
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Figure 19. Résultats du dénombrement des levures et moisissures dans le sol cultivé (S4)
arrosé avec les margines (50 ou 100%) comparativement au témoin arrosé avec I’eau

apres 72 h d’incubation.
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Figure 20. Résultats du dénombrement des levures et moisissures dans le sol cultivé (S4)
arrosé avec les margines (50 ou 100%) comparativement au témoin arrosé avec I’eau

apres 72 h d’incubation.

D’apres les résultats illustrés dans les histogrammes de la figure 18, une augmentation
des champignons et des levures visuellement en particulier dans la couche supérieure du sol
tout au long de I’essai, avec les différentes concentrations des margines par apport a ceux traités
avec I’eau minérale. Cette augmentation était plus remarquable avec les margines brutes a
(100%). Par ailleurs, aucune contamination par ces levures ou moisissures n’est observée sur
les des feuilles de I’orge. De ce fait, nous constatons une stimulation de I’activité des levures et
moisissures.

Les études microbiologiques eftectuées sur plusieurs échantillons de margines ont
confirmé I’absence totale de micro-organismes pathogenes. Donc, ces effluents ne posent aucun
probléme hygiénico-sanitaire (Ranalli, 1991). Des analyses microbiologiques ont montré que
les levures et les champignons sont capables de s’y développer mieux que les bactéries (Aissam
et al. 2002). En effet, ces micro-organismes supportent la salinité¢ élevée et le pH acide
caractéristiques de ces effluents, et résistent plus que les bactéries aux substances phénoliques.
Parmi les levures, on y trouve Trichosporium cutaneium, Cryptococcus albidius ainsi que les
genres Rhodotorula sp, Candida sp. Et Saccharomyces sp. (Ramos-Cormenzana, 1986,
Gharsallah, 1993 ; Aissam et al. 2002 ; Fadil et al. 2003). La flore fongique se compose
essentiellement d’Aspergillus flavius, Aspergillus candidus, Penicillium negricans, et
Alternaria sp. La flore bactérienne regroupe les bactéries qui résistent aux polyphénols

particuliérement les bactéries a Gram-négatif. Le genre Pseudomonas sp. Ainsi que Bacillus
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megaterium ont été décrits. Une étude microbiologique menée par Mouncif et al. (1993) sur les
margines Marocaines a noté la présence des levures et des champignons (Penicillium sp.
Aspergillus sp. Geotrichum candidum). La caractérisation microbiologique des margines de
quatre études sur 35 stations d’évaporation en Espagne a révélé la présence d’un nombre

variable de bactéries, de levures et de champignons (Millan et al. 2000).
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Conclusion

Les margines sont des sous-produits du procédé de I’extraction de 1’huile d’olive, leurs
déversements dans la nature constituent un probléme pour 1’environnement a cause de leur
toxicité qui est liée a la composition phénolique. L’ objectif principal du présent travail était la
valorisation agricole des margines, et ce, par I’¢tude de I’effet de leur apport, a court terme
(stade de la levée de 1’orge), sur la microflore du sol cultivé avec 1’orge. La richesse de ces
effluents en composés a haute valeur tel que 1’eau, la matiere minérale et organique pourrait
étre exploitée comme source d’irrigation et de fertilisation des cultures. De plus, il est bien
connu que la microflore du sol est dotée d’activités importantes de biodégradation bénéfiques
pour les plantes. Dans ce contexte, des tests ont été menés sur des sols cultivés ou non avec
I’orge Hordeum vulgare dans le but de voir le comportement des microorganismes vis-a-vis des
margines en présence et en absence d’une culture d’orge, sa répercussion sur cette derniere étant
déja étudiée dans les travaux précédents (Haouam et Rezki, 2019 ; Demik, 2020). Le choix est
porté sur I’orge Hordeum vulgare qui est une graminée rustique possédant une importance
¢conomique dans I’alimentation sur des échantillons différents des sols.

Les résultats expérimentaux ont révélé que les phénols provenant des margines ont été
probablement dégradés ou réorganisés et que I’apport de la mati¢re organique des margines n’a
engendré aucun effet négatif sur I’activité microbienne du sol, de ce faite une activation
I’activité de la microflore du sol ont été constatées suite a 1’épandage des doses étudiées.

L’épandage de ces effluents, aux doses recommandées (margines diluées) n’ont pas
d’incidences négatives sur les terres agricoles. Des doses plus importantes que celles étudiées
et qui sont d’ailleurs considérées excessives et non recommandées, pourraient engendrer des
répercussions non désirables. En perspectives il serait intéressant d’exploiter cette voie de

valorisation sur une longue période d’arrosage.
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Annexes

Annexe 1. Technique de suspension dilution (Pochon, 1954)

On réalise une suspension aussi homogene que possible de terre et a partir de cette
suspension on prépare une série de dilution (Pochon, 1954), sachant que la suspension mere est
107" et la premiére dilution 1072 et ainsi de suite. Les dilutions ainsi préparées doivent étre
utilisées immédiatement pour les ensemencements, ceux peuvent étre faits sur milicux solides
ou liquides qu’ils doivent satisfaire les exigences nutritives du microorganisme étudié (bactérie,

actinomycete, champignon, algue,).

2ml d’eau distillée stérile

1gdusol

U\

101 102 10 10* 10° 105 107 10° 10°

Techniques de suspension dilution du sol

Annexe 2. Milieux de culture
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A- Milieu de culture pour Bactéries (Pochon, 1954)
®  GElOSE NULTTEIVE ..\ttt e e et eeeieeeaaaas 23 ¢
e Volume d’eau distillée ..........ccccoovieiiiiiiiniiiee 1L
e Dissoudre la poudre de la Gélose nutritive dans un litre d’eau distillée, puis

autoclaver a 121°C pendant 15min.

B- Milieux culture pour les levures et moisissures (d’apreés Davet et al. (1985)

o Pommedeterre ... ..oouiiiii e 200 g
0 GlUCOSE ot s 20g
O AGAr-AZAT i 20g
e Chloramphénicol ..........c.ooiiiiiiii e 02¢g

Le milieu est préparé suivant les étapes suivantes :

- Faire cuire 200g de pomme de terre pelée, lavée et coupée en
tranches fines dans 500ml d’eau distillée pendant 1heure.
- Filtrer sur plusieurs couches d’étamines pour presse.
- Ajouter le glucose et I’Agar a I’extrait.
- Compléter le volume a 1 litre avec de I’eau distillée.
- Autoclaver pendant 18mn a121°C.
C- Eau physiologique pour la suspension mére et les dilutions.
0 NaCL. 9¢g
o FEaudistillée ... 1L
e Dissoudre la poudre de NaCl (9g) dans un litre d’eau distillée, puis autoclaver a

121°C pendant 15min.

Annexe 3. Réalisation d’un ensemencement en masse (Davet et al.1985).

Un ensemencement en masse est le plus souvent réalisé afin de dénombrer des micro-
organismes. Un volume de 1 ml d’inoculum est dispersé dans le fond d’une boite de Pétri, et le
milieu de culture est ensuite coulé par-dessus. Les micro-organismes se développent dans la

masse du milieu gélosé, on obtient donc des Unités Formant Colonies.
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Annexe4. Matériel et milieux de culture utilisée

Matériel

Verrerie | Balance de précision, boites de pétri, pipette graduée, erlenmeyer, éprouvette,
pots, pissette, Micropipette, embouts, agitateur, vortex, tubes a essais, flacons
en verre, spatule. Plaque chauffante autoclave, bécher

Produits | Agar-agar, Chloramphénicol, NaCl, eau distillée, glucose, extrait de pomme de
terre.

Milieux | Gélose nutritive pour le dénombrement de la flore totale

de Milieu Potato dextrose agar (PDA) pour le dénombrement des levures et des

culture moisissures

Annexe 5. Croissance de I’orge pendant 22 jours

[ PN G

» Jour 22 : ’orge en pleine croissance
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