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Résumé

Le but du présent travail est d'évaluer la quatiterobiologique et physico-chimique des margineg tebis régions
différentes du Maroc (Ouazzane, Fes Boulman et Bigilial). Les analyses sont réalisées au sein de faboratoire. Les
résultats des analyses physicochimiques ont mguoiedes margines des trios régions ont un pH ati@e/aleur moyenne
est de 4,86. Elles sont riches en matiére organiGeedernier paramétre est exprimé par la PRODCO. La DBQ
moyenne de I'ensemble des échantillons est de (B0)glLa DCO est de (94,25 gf)), acidité, teneur en polyphénols, et
matiére grasse ont été déterminés. Aussi noussagdealués la charge microbienne de ces marginetait caractérisée
par la détermination de la flore mésophile aérobitale FMAT, les champignons et les bactéries daets
(71,67.16UFC/ml). La FMAT moyenne de I'ensemble des échtamiil est de (137,7.2QFC/ml), les champignons est de
(180,88.10 UFC/m) et les bactéries lactiques est de (71BOFC/mI).

Mots clés Margines, polyphénols, parameétres physico-chimigosrobiologie.

Abstract:

The aim of this work is evaluation of the microlsigical and Physico-chemical quality of oil mill wewater (OMW) from
three different regions of Morocco (Ouazzane, FeslliBan and Béni Mellal). The analyses have perfdrrire our
laboratory. The results of Physico-chemical anayisave shown that the OMW have an acid pH, wittaerage value
equals to (4.86). Furthermore, these OMWWs areindrganic matter; this later one is expresse@®@®ps and COD. The
average of BOBin all samples was (30g); and COD was (94,25g40). Acidity, polyphénols levels, and fatty mattme
also determinedWe also evaluated the microbial load of the OMW cahhis characterized by the determination of total
aerobic mesophilic flora TAMF, Fungi and Lacticcbiacteria. For TAMF, Fungi and Lactic acid baetetihe average of all
samples are (137.7 AQFU / ml), (180.88.10CFU / ml) (71.67 .1DCFU / ml) respectively.

Keywords OMW, polyphenols, physicochemigaloperties, microbiology

1. Introduction

Le Maroc est parmi les pays méditerranéens leshducteurs d’huile d'olive. Cette industrie, tdgnéfique pour
I'économie nationale, génere des rejets liquidés margine », appelés aussi « Olive Oil Mill Wasigay (OMW)»,
qui est un sous produit de I'huile d'olive. Lesrgiaes sont des eaux trés polluantes, fortemearigéles en matiére
organique et affectent particulierement la qualiés eaux dans lesquelles elles sont déverséesaetérsé par une
couleur brune noiratre et une forte odeur, ilreste en matiére organique et posséde un pH alciddeonsommation
d’huile d'olive augmente avec les vertus et lesppétés antioxydants de nombreuses substancesiff@iement les
polyphénols) gu’elle détient. Cette augmentatiogesdre une activité de trituration intense. Lesésniraditionnelles
sont les plus communes et les margines généré¢ggénaralement rejetées a proximité de l'unité. ioelistries
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modernes, qui appliquent des technologies modategzoduction, générent de grandes quantités dgimea, ces
derniers sont évacués sans traitement préalabEntcidimportantes nuisances et perturbations awanivdes
écosystemes naturels [1].

La grande variété des composantes trouvées damsalggnes nécessitent des technologies différatgesaitement
pour éliminer les agents polluants ayant des effetsfs sur I'environnement. Divers procédés sapplicables tels
gue les traitements biologiques (aérobies, ana&sphP] traitements physico-chimiques (coagulation/flotiala
filtration sur membrane...) [3] et traitements thego@s (incinération, évaporation,...) [4]. Le traitemn@ar des
bassins d’évaporation naturelle reste actuellentanitechnique la plus usitée en raison de sa giftéliNéanmoins,
elle permet une évaporation partielle et lenteekeeaux et elle provoque des effets néfastes sl let peut méme
atteindre la nappe phréatique par filtration deezas< usées [5].

Les polyphénols capturent I'intérét de la génératiotuelle des chercheurs ; la course a la puiicales polyphénols
extraits de sources naturelles avance dans un eytiompétitif selonAugustin Scalber [6]

Dans cette étude, nous avons essayé d'évaluerdttéques effluents des unités de trituration dedi afin de
déterminer leur degré de pollution, a partir deifécentes régions du Maroc, qui sont Ouazzane,leégdomane et
Béni Mellal.

2. Matériel et Méthodes
2.1 Milieu et Echantillonnage
Les prélevements des margines on été effectuégigmlement au niveau de 3 stations (unités derdtitan
traditionnelle) qui se situent dans trois villes:

- Station 1 : Ouazzane

- Station 2 : Fés boulomane

- Station 3 : Béni Mellal
Ces trois villes sont situées dans trois régiofferéintes du Maroc, elles représentent des régiongues par une
importante production oléicole, ceci est di auxndes surfaces de plantation de I'olivier ainsi gu’aonditions
climatiques caractéristiques (précipitations anlesemoyennes de 500 mm et altitude moyenne den@08ux
régions montagneuses. Les margines qui ont fdifdtode cette étude ont été prélevées pendantipagne oléicole
(Novembre 2012 - Mars 2012). Les échantillons atgieélevés a partir du bassin de stockage desimearget doivent
étre homogenes, et obtenu sans modification ds leanactéristiques. Les résultats analytiquesuetitderprétation
dépendent étroitement de la maniere de préléverdentpnditionnement et de la durée de stockage. ¢&da, nos
échantillons ont été prélevés dans des récipjmoizres rincés plusieurs fois avec la margine dyseapuis fermés
hermétiquement sans laisser de bulles d’air dafladen. Ensuite, transportés le plus tdt possinidaboratoire afin
de les conserver a 4 °C pour un contrdle physidmtciue et microbiologique.

2-2 Parameétres analytiques de base des margines

2-2 -1 Parameétres physico-chimique

La caractérisation de nos margines a été basé#étude des parameétres suivants : I'Acidité, pHatidres en
suspensions (MES), Demande biologique en oxygemOE) demande chimique en oxygene (DCO), Conductivité
électrique, Matiére Azotée totale (NTK), matiégeasses, poly phénols totaux et chlorures.

1. Le pH a été mesuré par un pH metre (multi paramedee)ype CONSORT C8d3fistruments préalablement
étalonné avec des solutions tampon pH 4, 7 et &Qr R détermination de I'acidité, 10 ml de margiet été
transvasés dans trois béchers de 100 ml. Le tigagetalisé par une solution de NaOH (0.1N) eticoé jusqu'a pH

8. L'essai est répété trois fois.

Le nombre d’équivalent de NaOH = au nombre d'édaivad’acide lactique soit :

NaOH=(N.V.90)/Pe N : normalité de NaOH
V: volume de versé de la soude
Pe: prise d’essai en ml lactique V.1/9.90.1073
90: masse molaire de l'acide lactique @~V=——""7——

Aciditt = V versé de NaOH 10.10-3
Or:0,1g/l <> 1°D donc I'acidité en °D = 10V (Volume de NaOH versé)
Acidité en °D = 10.V
2. Les matieres en suspension (MESpnt déterminées par filtration sur des membraneégi5um de diamétre de
pore, La teneur en MES est déterminée par différelecpoids du filtre avant et aprés filtration é&tlsage a I'étuve a
105°C pendant 24h(AFNOR T 90-105). La réalisation d'une dilutiont e®cessaire du fait de la surcharge de

certaines margines en matiéres en suspensions peogaque la colmatassions des filtres.
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3. La détermination dé&a DCO est effectuée par la méthode de dichromate degiota. Le principe de cette méthode
est basé sur une oxydation a ébullition (150°C peh& heures) des matiéres réductrices par un elecdghromate
de potassium en milieu acide f$0D4), et en présence du sulfate d’argent comméysata et du sulfate de mercure
comme complexant des chlorures. En fin de la r@acta DCO est évaluée par prise d'un échantillemvenablement
dilué avant I'oxydation. La densité optique de Hiéntillon est obtenue par spectrophotométrie alamgueur d’'onde
de 620nm Les valeurs de la DCO sont mesurées a l'aide sfagttrophotometre type UV/Visible de mardeaway

6 105.

4. La DBO:s est déterminée selon la méthode respirométriqgne dae enceinte thermostatée a 20°C (AFNOR, T 90-
103), en obscurité et pendant 5 jours. Les édimrgide margines ont été préalablement diluésreancés par des
eaux usées urbaines et leur pH a été ajusté a ptienéa dilution des margines par des eaux usgmEnes a été
réalisée dans le but d’améliorer 'activité biolpge dans le filtre. Le choix du pourcentage detiditu(50 %) des
margines brutes par des eaux urbaines est basis@tude préalable du pH et de la quantité d’axggdnsommeée

au 5 jour dans les différents mélanges ajustés a pltene20 °C et a I'obscurité a I'aide d’'un DBO-neet

5. la Matiere grasse la méthode de Chloroforme / méthanol pour déiteation de la teneur en M .G des margines
est celle décrite pakissam. H3J.

6. la Matiere Azotée Totale: La teneur de la margine en azote total se &ailgpméthode de Kjeldhal qui consiste en
une minéralisation de I'échantillon a chaud aveacitle sulfurique concentré et le catalyseur (Cu25% en
CuSQ.5H,0). Aprés ajout de la soude sur le produit de laénalisation qui libére I'azote sous forme d’amnaani
celui-ci est entrainé a la vapeur et piégé darglkaborique puis titré avec 'acide chlorhydriddg

7. La conductivité électrique est mesurée par un conductimétre (multi paramétle)typeCONSORT C83lelle est
exprimée en mS.cth

8. Les chloruressont déterminés selon la norme (AFNOR T90-014)oiit été dosés par la méthode de titrimétrie de
Mohr avec le nitrate d’argent et les chromatesatagsium.

9. La détermination de laoncentration des phénols totauxdans les échantillons a été réalisée par la teghniq
colorimétrique de Folin Ciocalteu décrite par, [@ une lecture de la densité optique par spduttométrie & 760 nm.

2-2-2 Parameétres microbiologiques

Les analyses microbiologiques des margines onggatr le dénombrement de la flore mésophile agrmhbale
(FMAT), des coliformes totaux et fécaux (CT et C#gs streptocoques fécaux, des staphylocoquedevda®s et
moisissures (L et M), et des bactéries lactiqués.(B

Préparation :

Aprés homogénéisation des échantillons de margimes,série de dilutions en cascade dans de I'egsigdbgique
(NaCl & 0.9%) stérile est réalisée depuis la ditutl0" jusqu’a la dilution18. Les dilutions sont obtenues dans des
tubes a essais de 16/160 mm a partir de 1 ml déi@olet 9 ml d’eau physiologique stérile. 1 mlideque dilution
est déposé dans trois boites de Pétri de 9 cmadeétlie puis on verse 20 ml de milieu gélosé préatadmnt stérilisé a
120°C/ 15mn, sous un 1 bar de pression, et réfeoith°C. La boite est ensuite homogénéisée peatmgi manuelle
et incubée en étuve. Seules les boites dont le reohd clonies est compris entre 30 et 300 sonhuete pour le
dénombrement. Les essais sont répétés trois fois.

1. L’abondance déa Flore Mésophile Aérobie Totale (FMAT),qui renseigne sur la charge bactérienne globa& a
estimée sur milieu PCA (Plate Count Agar) incubdé4837°C et est exprimée en UFC [unités formalunies].

2. Les coliformes fécaux et totauxdu tube digestif de I'hnomme et des animaux sorst iddicateurs de qualité
hygiénique (contamination fécale). Le dénombreneshieffectué sur milieu EMB (éosine méthyléne begues 48 h
d’incubation a 37°C pour les coliformes totaux 454C pour les coliformes fécaux.

3. Les staphylocoquesont classés dans le groupe des pathogénes. érombirement est obligatoire pour s’assurer
de l'innocuité de nos échantillons de margine. $taphylocoques sont dénombrés sur le milieu Chaphes boites
sont incubées a 37°C pendant 48heures.

4. Les streptocoquessont également des témoins d’'une contaminatiomigihe fécale, leur dénombrement est
effectué sur milieu Litsky. Les boites sont incub&e37°C pendant 48heures.

5. levures et moisissuresL’évaluation de 'abondance des levures et mssigies se fait sur milieu
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(Sabouraud chloramphénicol Agar) aprés incubat®h & 30°C pour les levures et 5-7 jours pour lessissures.

6. bactéries lactiques: Le milieu le plus connu pour le comptage esViRS (Man Rogosa Sharpe, Difco, Detrott,
Etats-Unis). Les colonies sont dénombrées aprésdacubation a 30°C.

3. Résultats et Discussion

3 .1. Caractérisation physico-chimique

Les margines présentent un rejet fortement pothus $orme de liquide résiduel dont la compositishvariable.
Cette variabilité dépend du type d’olives (I'esppaholine marocaine est le plus dominante au Maic degré
de leur maturation ( selon la période de colleatiels systemes de culture, de la pratigue de salage la
conservation des olives, des conditions climatiqtedu procédé utilisé pour I'extraction d’huileolive [9]. Les
margines se caractérisent aussi par une odeuratzrs#e qui s'accentue au fur et a mesure de leckage.

Dés le premier apercu des margines, on a corgtété représentent une coloration brune a brunegeétre,
qui devient de plus en plus sombre au cours destegkage, avec un aspect trouble et une odewr doiitrappel
celle d’huile d'olive. Chaque analyse est répémndfois.

Les margines ont un pH acide avec des valeurs ésespentre 4.2 et 5[20]. Ceci est confirmé par les résultats
obtenu au cours de notre étude, Nous avons tralegsaleurs (4,65, 4,77 et 5,16) pour pH e758.,1,395 et
1,287)pour l'acidité.

Pour le pH, la valeur enregistrée dans notre éeadeouve dans la limite de la fourchette citéesdarittérature
(4,5 a 6). Cette variation dépend des facteursiomemds ci-dessus.

Une augmentation de I'acidité des margines avelutée de leur stockage dans les bassins de stxkagci
peut étre expligué par des réactions d’auto-oxpdatt de polymérisation qui transforment les alsool
phénoliques en acides phénoliques [Tds réactions se manifestent par un changemeat a#dration initiale
des margines vers un noir tres sombre [12]. Ent,effes margines sont caractérisées par une caorats
foncée.

Les matiéres en suspension (MES)

Les margines étudiées dans ce travail sont tréschartgées en matieres en suspensions. D’apregdehats
obtenus, les valeurs des MES sont, respectiverden,57, 0,51 et 0,61 g/l) pour les stations &t 2, mais ils
dépassent ceux obtenus pHanafi et al 213mg/l[13]. Ces résultats sont expliqués par l'origine d
I’échantillonnage des margines, en effet, ces desrdgont prélevés depuis des bassins de stockege mioyenne
de 14jrs) et les MES baissent sous l'effet de adtation.

La conductivité électrique est étroitement liée a la concentration des snbsetadissoutes et a leur nature. Dans
le cas des margines, les valeurs de cette condéotarient entre 18 et 50 ms.¢rfil4]. Cette mesure ne donne
pas forcément une idée immédiate sur la chargeralndu milieu [15]. Les résultats obtenus au calersotre
étude sont comparable & ceux trouvés dans laalittér dont nous avons trouvés respectivementlpsigtations
2et 3 18.70 et 19.09 ms.Zret une valeur de 17.40 ms.¢mour la station 1.Cette valeur donne une idéergémé
sur la teneur élevée en sel présents dans cesreff|iceci est d0 aux pratiques de salage poanisecvation des
olives avant la trituration, en plus de la richesairelle des margines en sels minéraux dissous.

Les margines sont tres riches en matieres orgasigdprimés en terme deBOs (demande biologique en
oxygene) eDCO (demande chimigue en oxygene). D’apres le tabléales valeurs obtenues pour la station 1
sont de I'ordre de 25 g/l (DB{et 76,180 g/l (DCO), pour la station 2 nous avnsves 30 g/l (DBg) et
84,180g/l (DCO) et pour la station 3 une valeud’'daedre de 35 g/l (DBG@ et 104,31g/l (DCO). Les valeurs
obtenues sont presque comparables a ceux obten{6pgui sont de I'ordre de 78 g/l pour la DCOalisl Les
valeurs de DB@trouvées restent différentes a celles citées[l@r Pour les valeurs de DCO, restent inférieurs
aux résultats cité en littérature [3], [17], [1&ela est du a la dégradation des margines au doutsmps dans
les bassins de stockage, et avec le temps, larmatiganiqgue se dégrade. Les margines causentotiasgms
d’origine organiques et provoquent I'asphyxie dliguirécepteur en cas de rejet direct.

Le tableau 1 montre que les teneursas chlorures varient respectivement entre 5, 5,1 et 5,%0lr les
stations 1, 2 et 3. Ces résultat est similairelisebtenu par [3] .Cette forte teneur en chiesuest due a la
pratique du salage (ajout du sel en quantités itaptas) pour la conservation des olives avant éeqasus
d’extraction.

La teneuren composés phénoliquedans les margines est comprise entre 3g/l etateindre jusqu’a 99/l [4].
Nos échantillons représentent des valeurs infégearcelles rapportés par la majorité des aut@u89 ¢/ | pour
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la station 1), (0,27g/l pour la station 2) et (@A4%our la station 3)Ceci est également di a la nature des
margines. Ces derniéres ne sont pas des margaiebefs, elles proviennent des bassins de stockags &
processus de la trituration. Les composés pharegignt subi des dégradations au cours de lewisagte et par
conséguent diminution de leur teneur ce qui expligos résultats. La composition phénolique degimes
dépend non seulement de la variété, de la matigiféuit et des conditions climatiques, mais adssi procédés
technologiques utilisés pour séparer la phase agueoargines) de la phase huileuse.

La tenure emmatiéres grassegésiduelles présente dans les margines, dépersysiéme d’extraction d’huile
d'olive. Le processus de centrifugation permet tBobr des taux faibles par rapport au processutitivanel
[19]. Le tableaul montre que Les tenures obtedass notre cas présentent un aspect visqueuxdiprésence
de la fraction huileuse qui représente (1,5, 1,®©2 v/v) pour les stations 1, 2 et 3 respectiveameas valeurs
sont presque comparables a ceux obtenus par [B].|®®stations 1et 2 mais qui est a I'ordre de 1Pgjs il est
supérieure pour la station 3.Elle forme une codighdique a la surface des margines au niveaubdssins, ce
qui pourrait limiter I'évaporation naturelle.

La tenure erazote totaleest a I'ordre de (0,0476 , 0,0812 et 0,0756 ¢ )NNotre résultat presque comparable
a Mebirouk et al 20Qfui trouvent la teneure en NTK a I'ordre de 0,9[@0].

Le tableau 1: les caractéristiques physicochimigues moyennesnaegines étudiées

pH | Acidit¢| M.G C.E DCO | DBO, P.P NTK MES CI

% % (mS/cm)| g O/l g Ol g/l g N/ g/l g/l

Station 1| 4,65 1,755 1,5 17,4( 76,180 25 0,39 ®0470,57 5
Station 2| 4,77| 1,395 1 18,70 84,180 3( 0,27 0,081D2,51 51
Station 3| 5,16| 1,287 2,5 19,09 104,31 35 0,42 ®0750,61 5,8

M.G: la matiére grasse, C.E: conductivité électri@®CO: demande chimique en oxygéne, I;)Bdfemande biologique en
oxygene, P.P: polyphénols, NTK: azote totale kgldMIES: matiére en suspension

3.2 Microbiologie des margines

La présente étude s’est consacrée au dénombremédatatharge microbienne des margines pour établieh
entre la présence et I'absence des microorganistrigffet des composés phénoliques. C'est aussimise en
évidence des microorganismes résistant ou capdblearvire dans les margines. Plusieurs travaueateerche
ont été reéalisés sur les margines. L'étude de leupmacts sur les milieux récepteurs par leurs ppales
composantes en est exemple.

Flore mésophile aérobie totale (FMAT) La charge microbienne totale est de I'ordre de.B)3 UFC/ml,
287,6.18 UFC/ml et 410,1.170UFC/ml respectivement pour les stations 1, 2 ete® valeurs obtenues sont
légérement supérieurs a celles rapportées dait®tature 8,4.1DUFC/mI [3] pour la station 3 et comparable
pour les stations 1 et 2 cela dépend essentieltedueprocédé d’extraction, des conditions opérasoadoptées,
de la région et également des conditions de stecllag margines et des caractéristiques physicoigunés (pH,
les composés phénoliques, les sels minéraux lemuntgurds les acides gras...).

Levures et moisissuresEn ce qui concerne les levures et les moisissumass avons trouvés des valeurs
respectivement de 7,442 0FC/ml, 216,9.10 UFC/mI et 325.1DUFC/ml pour les trois stations 1,2 et 3. Les
champignons et les levures sont capables de séoggee plus que les bactéries dans les marging442]L Le
pouvoir tolérant des deux groupes est un carag@métique. Il pourrait étre utilisé pour réussg &tivités de
traitement souvent mal menées ou non accomplies.

Bactéries lactiques (BL) :Les bactéries lactiqgues sont également présentslda margines étudiées. La valeur
trouvée est de 1,1.1QFC/ml, 211,7.1HUFC/ml et 204.1OUFC/ml pour la station 1, 2 et 3 respectivement.
Leur présence est un témoin de leur résistanceil@urnacide. En effet, les BL peuvent se développéme a
des pH inférieurs a 4. Cette résistance diminuéoecation du temps, et par conséquent leur disparitievient
normale avec le temps. Le facteur de disparitiompexablement lié a la présence des composé®lninées.

Coliformes totaux et fécaux, Streptocoques fécaux Ces germes sont considérés comme indicateurs de
contamination fécale, leur présence, cause deanmugs sur les milieux naturels. Les résultats aistelans le tableau

(2) ont montré I'absence totale de ces germes. lissonlaires aux études réalisées par les autrecioburs [3][21]

et [4]. Ceci est di essentiellement a leur sensibdité& faibles valeurs de pH, ainsi qu’'a l'actionimitrobienne
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exercée par les composés phénoliques [4]. A laderdes résultats obtenus, nous pouvons concleréegunargines
étudiées ne présentent probablement pas de preldanitaire et hygiénique, et par conséquent, sernpgas de
danger sur les milieux récepteurs.tableau (2yegroupe les résultats microbiologiques des sw@itons étudiées.

Tableau 2 Dénombrement microbiologiques des échantillonmdegines

FMAT (1Cufc/ml) L et M (1Gufc/ml) B.L (10ufc/ml)
Station 1 8,5 7,44 1,1
Station 2 2,87.10 2,17.16 2,12.16
Station 3 4,1.10 3,25.10 2,04.16

FMAT : Flore Mésophiles Aérobies Totale, L et M:ters et Moisissures, B.L : Bactéridsactiques

Conclusion

Les margines avec ses propriétés physico- chimiagiemicrobiologiques représente l'un des problél@eplus
importants auxquels sont confrontés les pays dééditerranée, en raison de ses effets néfastelesudcosystemes
différents et parce qu'ils rejettent sans aucaiteent. La diversité des résultats obtenus arp#ets propriétés
physico-chimique et microbiologique des échant#laole margine est du a une différence de natuwegrgghique de
chaque région, ainsi que la qualité de la méthdilieée dans le procédé d'extraction d'’huile d&®lia pratique de
salage pour la conservation des olives , le typdivd's, du degré de leur maturation, des systéraesutture et la
méthode de stockage, dans les bassins couvelts piscines. Ces caractéristiques jouent uningt®rtant dans le
processus de traitement biologique des marginerickkesse de leurs répercussions sur la croissahcke
développement des microbes, ainsi que sa capacttaittment.
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