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Résumé

Résumé :

Les industries générent d’importantes quantités de déchets et sous-produits malheureusement
non valorisés malgré leurs possibles potentialités énergétiques. De plus leurs impacts sur

I’environnement sont trés négatifs.

A cet effet, nous avons réalisé une étude qui a pour objectif de valoriser deux types de sous-
produits végétaux : pelure d’orange et son de blé et un déchet d’abattoir qui est la bile de
beeuf. Ces déchets ont été utilisés dans la fabrication de milieux artificiels solides pour la
culture des microorganismes au laboratoire. Cependant, quatre milieux de culture ont été
préparé : Gélose a base de pelures d’orange et son de blé, Gélose a base de bile de beeuf et son

de blé, bouillon a base de bile de beeuf et son de blé et enfin Gélose a base de son de blé.

Les milieux a base de pelures d’orange et son de blé permettent la croissance des
Streptocoques lactique. D’autre part, les milieux a base de bile de beeuf et son de blé sont des
milieux sélectifs qui permettent de la croissance des Entérobactéries telles que les bactéries a
Gram négatif. Le milieu a base de son de blé, seul, favorise la croissance des levures et des

champignons.

En comparaison avec des milieux standards, utilisés comme témoins, les milieux de culture
formulés ont montré leur efficacité et performance sur la croissance des microorganismes

testés.

Mots clés : sous-produits, déchets, pelures d’orange, son de blé, bile de beoeuf, micro-

organismes, milieux de culture.



Résumé

Abstract:

Industries generate large quantities of waste and by-products that are unfortunately not
recovered despite their possible energy potential. In addition, their impacts on the

environment are very negative.

To this end, we have carried out a study which aims to enhance two types of plant by-
products: orange peel and wheat bran and slaughterhouse waste which is beef bile. These
wastes were used in the manufacture of solid artificial media for the culture of
microorganisms in the laboratory. However, four culture media were prepared: Agar based on
orange peels and wheat bran, Agar based on beef bile and wheat bran, broth based on beef

bile and wheat bran and finally Agar with wheat bran base.

Orange peel and wheat bran media support the growth of lactic streptococci. On the other
hand, media based on beef bile and wheat bran are selective media that allow the growth of
Enterobacteriaceae such as Gram-negative bacteria. The wheat bran medium alone promotes

the growth of yeasts and fungi.

In comparison with standard media, used as controls, the formulated culture media have

shown their efficiency and performance on the growth of the microorganisms tested.
Key words:

By-products, waste, orange peels, wheat bran, beef bile, microorganisms, culture media.
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Introduction

Introduction

Les industries générent d’importantes quantités de déchets et sous-produits
malheureusement non valorisés malgré leurs potentialités énergétiques et leurs impacts
négatives sur 1’environnement ils sont jetés dans les décharges publique ou bien destiné a
I’enfouissement technique (pour les déchets solides) et dans les égouts (pour les déchets
liquides) ils polluent ainsi les sols, les nappes phréatiques, les oueds et le littoral (Ouahabi et

al., 2016)

En Algérie, la production de déchets ne cesse d’augmenter suite a I’augmentation de la
population et a la croissance économique. Ces quantités pourraient dépasser les 30 Millions
de tonnes en 2025 si aucune politique de prévention n’est mise en ceuvre et les mémes

tendances macroéconomiques se prolongent dans les années qui viennent (Djemaci, 2012).

Les activités agricoles et agro-industrielles génerent des quantités importantes de
déchets qui constituent une nuisance certaine pour I’environnement et un gaspillage de
matieére organique utile. De nombreuses études ont démontré que ces déchets, riches en
matiere organique étaient des produits nobles et constituaient de nouvelles matieres premieres

pour de nombreuses industries (Kaidi et al., 2001).

Ainsi, I'industrie de consommation et de transformation des agrumes géncrent de
gigantesques masses de sous-produits tels que les pelures d’orange. Ces derniers sont des
sous-produits primaires, non traitées, elles deviennent une source de pollution
environnementale (Lagha-Benamrouche et al., 2017).La fabrication des semoules génére aussi
des coproduits (ou issus de) comme le son de blé...etc. (Juin, 2015). Les abattoirs génerent
aussi d'importantes quantités de déchets, de nature essentiellement organique, tels que la bile

de beeuf (Jean, 1988)

L’exploitation des coproduits agricoles en vue d’une valorisation a bénéficié au cours
de ces derniéres années d’un regain d’intérét pour des raisons €conomiques aussi bien
qu’environnementales. L’importance de ces coproduits agricoles réside dans leur abondance,
leur faible colt ainsi que dans le fait qu’ils représentent une source organique naturelle
disponible partout sur la planéte. Ces coproduits de ’agriculture ont été utilisés comme une

source renouvelable d’énergie (Boucherba, 2015).

Les industries de laboratoire utilisent des équipements consommables a usage unique

tel que les tubes a essai, les boites pétries et les milieux de culture. Ces équipements
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consommables peuvent s’avérer colteux, particuliérement lors d'achat d’ingrédients

chimiques, déshydratés importés, pour la préparation des milieux de culture

Ainsi et dans le cadre d’une contribution a la valorisation de déchets et sous-produits,
nous avons réalisé ce travail afin de suggérer des solutions alternatives a valeur ajouté, de

moindre cott et d’origine biologique non nocive.

Nous avons utilisé deux types de sous-produits, d’origine végétale (cas de pelures
d’orange et son de blé) et un type de déchet d’abattoir (cas de la bile de beeuf), pour fabriquer
des milieux de cultures pour microorganismes, en substitution aux composants standards

d’origine chimique, avec efficacité évaluée.

Page 2



Partie Bibliographique



Partie Bibliographique

CHAPITRE I : Généralité sur les notions de valorisation des coproduits et agro-

industriels
1. La valorisation

Par valorisation, on entend toute transformation de résidus ou de sous-produits
industriels alimentaires en vue de les réintroduire sur le marché a titre de nouveaux

ingrédients ou comme nouveaux produits (Boucherba, 2015).

Mais avant toute chose, la priorité est la réduction a la source c’est-a-dire optimiser le procédé

industriel pour générer la plus faible quantité possible de déchets.

Il existe ensuite différentes voies de valorisations possibles :

e Le réemploi : on utilise de nouveau la matiére pour le méme usage. Cela est possible
pour les palettes et les intercalaires de palettes par exemple, en mettant en place un
systéme de retour du client au fournisseur. On augmente ainsi la durée d’usage

o Le recyclage : il s’agit de réintroduire la matiére dans le processus dont elle est issue.
C’est ce que I’on fait pour le verre ou les emballages plastiques ;

e La réutilisation: il s’agit d’utiliser la matiere pour un usage différent.
Par exemple, le coproduit va étre incorporé dans son intégralité dans un processus de
production :

- En alimentation animale

- En compostage ou épandage pour une valorisation en amendement organique
des sols agricoles

- Ou encore pour fabriquer un savon abrasif comme c’est le cas avec les terres

de filtration usagées issues du raffinage des huiles végétales (Amrouche, 2018).

Chaque procédé de valorisation permet de réaliser des économies de matiéres
premicres et contribue de fagon directe au respect et a la sauvegarde de 1'environnement. Le
concept de valorisation des déchets est né de I’idée que I’entreprise doit considérer ses
déchets comme une ressource a exploiter et non comme des rebuts dont il faut se débarrasser

(Boucherba, 2015).

La partie ci-dessous est dédi¢e a la définition des principaux termes utilisés dans ce
travail (déchet, sous-produit et co-produit). Ces définitions issues de la réglementation et sont

utilisées par les professionnels (Réséda, 2017).
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2. Un déchet

Un déchet est défini par 1’ Article L541-1 du code de I’environnement comme étant « Tout
résidu d'un processus de production, de transformation ou d'utilisation, toute substance,
matériau, produit ou plus généralement tout bien meuble abandonné ou que son détenteur

destine a I'abandon. »

La directive 2006/12/CE précise qu’un déchet est une substance ou objet que le
producteur cherche a ¢éliminer, a I’intention d’éliminer ou en a 1’obligation (mise en décharge,

incinération, retour au sol...) (Chapoutot, et al., 2019).
3. Sous-produit

Le sous-produit est un produit résidu qui apparait durant la fabrication ou la distribution
d’un produit fini. Il est non intentionnel et non prévisible. Il peut étre utilisé directement ou
bien constituer un ingrédient d’un autre procédé de production en vue de la fabrication d’un

autre produit fini (Simon, 2007).
4. Co-produit

Le coproduit est une matiere, intentionnelle et inévitable, créée au cours du méme
processus de fabrication et en méme temps que le produit principal. Le produit fini principal
et le coproduit doivent tous les deux répondre a des spécifications de caractéristiques, et

chacun est apte a étre utilis¢ directement pour un usage particulier (Simon, 2007).

5. Valorisation des déchets et coproduits agro industriels

5.1. Valorisation des déchets :

Issus de la filiere agro-alimentaire, de la transformation agricole ou directement de
l'agriculture (coopérative, groupement de producteur), les sous-produits organiques revétent
une grande diversité : lactosérum, marcs de raisin, vinasses, déchets de légumes des
conserveries, fruits et 1égumes de retrait, déchets de l'industrie de la viande, sang et os...

(Ruffy, 1993).
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Figure n°1 : Graphe représente la composition des déchets municipaux (Guermoud et

Addou., 2014).

Le tableau ci-dessus présent la composition des déchets municipaux dans la figure n°1. Cette

composition des déchets montre que les matiéres organiques sont prépondérantes.

Tableau n°1 : pourcentage des déchets municipaux de la figure n°1 (Guermoud et Addou.,

2014).
Déchets %
Papiers et cartons 13
Textiles 3
Matiéres plastiques 7
Verre 4
Métaux 35
Matiére organiques 65.5
Divers 4
Quantités totales de déchets municipaux collectées 100

Les déchets sont a la fois un risque et une ressource ( Rahmani et Tayebi, 2016). La

valorisation des déchets des industries de transformation des agro-ressources permet non

seulement d’alléger 1I’impact écologique en minimisant la pollution mais aussi de proposer de

nouvelles opportunités permettant un développement économique durable de nombreux
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secteurs. Ainsi, la charge économique de recyclage des déchets devient une production de

coproduits a haute valeur ajoutée destinés a étre revendus a d’autres industries.

En effet, les agro-ressources pourraient offrir une nouvelle source de maticres
premiéres dans beaucoup de domaines tels que le biomédical, I’alimentaire, le cosmétique, la

chimie et la conception des matériaux d’emballage (M hiri, 2015).

La gestion des déchets consiste en toute opération relative a la collecte, au tri, au
transport, au stockage, a la valorisation et a 1I’élimination des déchets, y compris le controle de

ces opérations (DJemaci, 2012).

Progult [ e
pvlilisas i bl efree

Figure n°2 : processus de la valorisation des déchets (Boucherba, 2015).

Figure n°2 illustre de manicre générale 1’évolution et la destinée d’un déchet depuis sa

génération jusqu’a sa valorisation. Cette derniére, peut aboutir a un produit qui sera introduit
i icati u étre vendu 16 15 ur une éventu

dans la chaine de fabrication ou étre vendu comme mati¢re premi€re pour une éventuelle

production (Djamer, 2014)
5.1.1. Les sous-produits animaux et végétaux

Les sous-produits animaux et végétaux représentent environ 91 % du gisement de

déchets (Marichal, 2013).
5.1.1.1. Les sous-produits animaux :

Les sous-produits animaux peuvent entrer dans un processus de production de
compost sous réserve du respect des exigences du reéglement 142/2011/CE établissant des
régles sanitaires applicables aux sous-produits animaux et produits dérivés non destinés a la

consommation humaine par les usines de production de compost.
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Certains sous-produits peuvent servir de substitut aux énergies fossiles ou intervenir

dans la production d’énergie renouvelable.

Les sous-produits animaux peuvent &tre valorisés par la Production de biogaz sous

réserve du respect des exigences du réglement 142/2011/CE (Marichal, 2013).
5.1.1.2. Les sous-produits végétaux :

Les sous-produits végétaux d’origine agricole peuvent entrer dans des processus
industriels afin de générer de nouvelles mati¢res premicres, ceci pourrait s’apparenter a de
I’écologie industrielle. 11 s’agit d’une démarche pour laquelle 1’industrie et la production

primaire pourraient trouver des intéréts communs.

La Valorisation des sous-produits de la production de céréales, des fruits et légumes, de la

fabrication de légumes en conserve et de la production viticole :

- Du son de céréales, on peut extraire : des saccharides applications
nutritionnelles et Alimentation
- Des sous-produits de transformation des fruits en conserve : des polyphénols a

applications nutritionnelles et pharmaceutiques (Marichal, 2013).
5.2. Valorisation des sous-produits :

Les industries de transformation alimentaire génerent des quantités imposantes de
coproduits organiques, lesquels demeurent, méme aujourd’hui, peu valorisés (Boutin et al,

2010).

Selon le coproduit et le procédé mis en ceuvre pour le valoriser, une gamme trés variée
de produits dérivés peut étre obtenue. Ces produits dérivés ont des volumes de production, des

valeurs ajoutées tres différents, et leurs applications sont large (Bibliomer, 2010).

L’utilisation de déchets agro-industriels en tant que substrat représente d’ailleurs une
voie alternative de valorisation de ces résidus présents en grandes quantités et non exploités

(Sutter, 2017)

La valorisation consiste donc a sortir du mode¢le traditionnel d’économie linéaire qui
vise a prélever de la ressource naturelle pour ensuite la jeter pour entrer dans un modé¢le
d’économie circulaire ou toute matiere issue d’un processus de production devient la maticre

premiére d’un autre processus (Amrouche, 2018).
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CHAPITRE II : Introduire la valorisation dans le service de I’industrie consommable de

laboratoire

La plupart des déchets des industries agro-alimentaires sont utilisés depuis longtemps :
leur valeur nutritive et leurs conditions d'utilisation sont bien référencées : tourteaux, sons,

dréches, pulpes de betteraves et d'agrumes, mélasse, coproduits laitiers, etc. (Moletta, 2009).

De nombreux déchets ou sous-produits agro-industriels ont été testés en tant que sources

d’¢éléments nutritifs pour la formulation des milieux de culture (Rahbani, 2015).

1. Valorisation de quelques sous-produits agro-industriels
1.1. Les sous-produits de I’industrie de la transformation des céréales

1.1.1. Cas de son de blé :

Les sous-produits peuvent étre obtenus a plusieurs étapes du processus de

transformation (CHapoutot et al., 2019).

En Algérie, 'industrie céréaliére est dominée par la premiere transformation des grains
de blé qui génere différents sous-produits dont le plus important est le son de blé: 85 % de la

production totale des issues de meunerie (Boudouma, 2008).

Le son représente environ 13 % en masse du grain de blé, la production annuelle

de son est estimée a environ 5,2 millions de tonnes (Jaquemin, 2012).

Le son de blé est un sous-produit de la fabrication de farine a partir de grains de blé
tendre , fraction fine constituée principalement de fragments d'enveloppes et de particules de
grains dont la plus grande partie de l'albumen a été enlevée. C'est une des sources les plus

riches en fibres insolubles (Privat et Ngandeu, (2012).
1.1.2. La valorisation de son de blé :

Beaucoup de sous-produits issus de 1’agriculture remplacent les substrats
synthétiques généralement plus onéreux. Parmi ces résidus, le son de bl¢ est un des substrats

le plus attractif (Yaiche et Aidouni, 2018).
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1.1.3. Role de son de blé dans un milieu de culture :

A 1'¢échelle industrielle, le milieu de culture des bactéries représente une part
importante du colt de production. Ainsi, le son de blé a un effet sur la concentration des o-
endotoxines, de substitution des sources synthétiques coliteuses d'azote, de carbone et de
minéraux. L’efficacité de ce sous-produit agro-industriel comme source compléte de
nutriments, disponible localement a faible prix, a été prouvée pour des fermentations

submergées (Rahbani, 2015).

Le son de blé permettre de faciliter la pénétration du mycélium dans le substrat et

d’étre bon marché (Restino, 2012).
1.1.4. La composition chimique globale de son de blé :

Le blé, particulierement le son de blé, est une source de protéines, de vitamines et de
minéraux. Mais c’est surtout une source de fibres alimentaires. Le son de blé est aussi une

source de vitamines du complexe B, de vitamine E et de minéraux. (Melkonian, 2018).

Le son de blé regroupe les couches les plus extérieures du blé. 11 est constitué¢ de plusieurs

couches fines :

= Le péricarpe extérieur et intérieur
= Le tégument

» La couche hyaline et la couche d’aleurone

Le péricarpe est riche en fibres insolubles comme la cellulose, en lignine et acide
férulique. Le tégument contient principalement des alkylrésorcinols (lipide phénolique). La
couche d’aleurone est riche en minéraux et en vitamine B. Elle représente 7% de la masse

seche du grain de blé (Antoine et al., 2002).
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Le tableau n°2 ci-dessous montre la proportion de minéraux et des vitamines dans 100 g

de son de blé.

Tableau n°2 : Teneur en minéraux et en vitamines du son de blé (Feillet, 2000).

Minéraux (mg/100g de son) Vitamines (mg)
Potassium 1000-1500 Vitamine E 2-6
Magnésium 500-700 Vitamine Bl 0,4-0,8
Calcium 100 Vitamine B2 0,1-0,2
Sodium 5-30 Vitamine PP 4-6
Zinc 10-50 Vitamine B6 0,5-1

1.2. Les sous-produits de I’industrie de la transformation des agrumes
1.2.1. Cas des pelures d’oranges :

Les agrumes sont parmi les fruits les plus cultivées en Algérie. Ils sont d’excellente

qualité et sont trés appréciés pour leur valeur nutritionnelle et rafraichissante (INRAA, 2006)

Selon, Lagha-Benamrouche et Madani (2013) La production de jus a partir d’agrume,
et plus principalement 1’orange et le pamplemousse, engendre une perte équivaut a la moitié
du poids du fruit, et par conséquence des sous-produits sont générés, a savoir les écorces et les

pépins.
La quantité des résidus est de 50% du poids de I’orange, (Gohl, 1978).

Selon,Johnson (2001)La récupération des sous-produits des agrumes est un aspect
¢conomique important des opérations de transformation des agrumes, et elle est

particuliérement appropriée lorsqu'un gros volume de fruits est transformé.
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Le diagramme du processus, souligne les étapes de la production de concentré de jus

d'agrumes. ...
DIAGRAMME DU PROCESSUS
Déchargemfnt des fruits

Stockage en bacs

v
Nettoyage
v

Calibrage
Y g

Huile Essentielle <+——— Extraction ——» Epluchage&Rag

v

Finition du jus

Centrifugation du jus

v . Essences aqueuses &
Evaporation »  Essences huileuses

Essences
& huile  «——Me¢élange concentré

Stockage en réservoirs
Expédition
Figure n° 3: diagramme du processus de transformation d’agrume (Johnson, 2001).
1.2.2. Valorisation des pelures d’oranges :

Les pelures sont particulierement riches en composés digestibles et offrent de
nombreuses possibilités d’utilisation pour 1’alimentation fonctionnelle humaine et animale

ainsi qu’en tant que complément alimentaire (Hamidi et Limam, 2018).

Les pelures d’orange sont une source importante d’essences odorantes et d’huiles

essentielles de 0,6 a 1% (M’hiri, 2015).

Selon les techniques de recherche et les différentes méthodes d’analyse appliquées a
I’é¢tude de la composition des pelures (ou épluchures) d’oranges, les chercheurs ont constaté
que les pelures contiennent une variable quantité d’huile essentielle, de flavonoides et d’acide

ascorbique. Le taux de présence de ces composants, varie selon :
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» La période de cueillette de fruit.
*  Du type de fruit (amer ou doux).

» Du taux d’ensoleillement. (Habchi et Alachaher, 2017).
L’utilisation des pelures pour la production des biocarburants (éthanol) et des biogaz.

La voie de la valorisation industrielle la plus répandue demeure I’extraction des essences
et des huiles essentielles qui peuvent étre utilisées comme une alternative aux fongicides

synthétiques (M’hiri, 2015).
1.2.3. Role de pelures d’orange dans un milieu de culture

Wolford et Berry (1948) et Purko et al. (1956) noté l'influence des bactéries coliformes dans
le jus d'orange concentrer. Ils ont isolé des souches des genres Aerobacter, Escherichia et
Serratia. Berry et al. (1954) a estimé que le jus d'orange avait une acidité suffisamment élevée
pour empécher la croissance de la plupart des types de bactéries (Christensen et Pederson,

1958).

La Gélose a I’extrait d’orange est utilisée pour les culture, isolement et
numération des levures, des moisissures et des bactéries acidotolérantes (Bacillus,
lactobacilles, Leuconostoc, Streptococcus, Clostridium), responsables d’altérations dans les
jus de fruits et les concentrés d’agrumes. Elle est également employée pour le
contrdle sanitaire des équipements industriels qui servent a la préparation des boissons a

base de fruits.

L’addition de jus d’orange clarifi¢ aux autres peptones et extraits de la formule permet
d’obtenir une récupération satisfaisante pour les microorganismes capables de résister a
I’acidité des jus de fruits qu’ils contaminent. L’acide ascorbique agit comme stimulateur de

croissance (Biokar).

Les pelures d’agrumes sont des matrices hautement valorisables vue leur disponibilité
et leur richesse en ingrédients nutritionnels et fonctionnels (Kammoun et al., 2011).Pour
proposer une valorisation optimale d’un agro-produit il faudrait tout d’abord identifier sa

composition chimique(M hiri, 2015).
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1.2.4. La composition chimique globale de pelures d’orange :

Les pelures d’orange constituent un gisement riche en ingrédients nutritionnels (eau,

protéines, sucres et minéraux) et en ingrédients fonctionnels (huiles essentielles, fibres,

caroténoides, vitamine C, composés phénoliques) (M hiri, 2015).

La composition chimique globale des peluresd’oranges varie selon :

= La variété d’orange

= La période de cueillette d’orange

= Les facteurs climatiques et environnementaux

Tableau n°3 : Composition chimique globale des pelures d’orange (Dhuique-Mayer, 2007).

Constituants Unité par (g/100g bs)
Eau 3.14

Lipides 1.66

Protéines 1.79

Glucides 15.01

Fibres 41.64

Caroténoides totaux 0.04

Phénols totaux 19.62

Huiles essentielles 0.6-1

Vitamine C 0.145-1.15

Tableau n°4 : Composition minérale des pelures d’orange (Benkou, 2017).

Minéraux Teneur en (mg/100g bs)
Potassium 220.40

Sodium 312.89

Calcium 1201.21

Magnésium 156.77

Zinc 1.86

Cuivre 1.13

Fer 1.58
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1.3. Les sous-produits de I’industrie de la transformation d’abattoir
1.3.1. Cas de la bile de beeuf :

En conséquence au pouvoir d’achat croissant, et a I’instar des autres produits de
consommation, la demande en viande est en perpétuelle augmentation en Algérie. Cette
industrie génere d’importantes quantités de déchets et sous-produits qui ne sont pas

valorisés (malgré leurs potentialités) (Ouahabi et al., 2016).

Les sous-produits les carcasses ou les corps et parties d’animaux écartés comme étant
impropres a la consommation humaine conformément la législation communautaire, mais qui
sont exempts de tout signe de maladie transmissible aux étres humains ou aux animaux, Ils
proviennent notamment de l’industrie agroalimentaire, des abattoirs, des boucheries (Joue,

2009).

Parmi ces sous-produits on retrouve le sang, les os et certains viscéres non comestibles tels

que la bile (Djamer, 2014).

La bile est un liquide visqueux de couleur jaune sécrété en continu par le foie et stocké

dans la vésicule biliaire (Gent, 2019).

1.3.2. La composition globale de bile de beeuf :

La bile est composée majoritairement d'eau (97%) mais également de cholestérol,
de sels biliaires, de lécithine et de pigments (Gent, 2019).

La bile résulte a la fois de processus de sécrétion et d’excrétion. Les produits de
sécrétion sont les phospholipides, immunoglobulines A, acides biliaires et les produits
d’excrétion sont le cholestérol, les pigments biliaires, les métabolites des xénobiotiques.
(Raisonnier, 2004)

1.3.3. La valorisation de la bile de beeuf :

Les sels biliaires rendent le milieu sélectif en inhibant les microorganismes a Gram
positif et en réduisant la croissance de certaines bactéries a Gram négatif autres que
Salmonella et Shigella (Bio-red, 2014).

La bile de beceuf (fiel de beeuf) est de la bile déshydratée destinée a la préparation de
milieux de culture microbiologiques dans une configuration de laboratoire.

La bile de beeuf n’est pas destinée a étre utilisée dans le diagnostic d’une maladie ou

d’autres conditions chez les humains.
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La bile de bceuf est fabriquée a partir de grandes quantités de bile fraiche par
¢vaporation rapide de la teneur en eau.

L’utilisation de bile de bceuf assure un apport régulier de bile et une uniformité
impossible a obtenir avec des matériaux frais. La bile de bceuf est de la bile fraiche
déshydratée et spécifiquement préparée pour la différenciation des micro-organismes tolérants
a la bile. Une solution a 10 % de bile déshydratée est équivalente a une solution de bile
fraiche. Elle est habituellement incorporée dans des milieux comme la gélose biliée a
I’esculine et la gélose biliée au vert brillant, qui sont utilisés pour la détermination de
pathogenes entériques. La bile de beeuf se retrouve également dans la gélose Littman, un

milieu fongique sélectif. (OXBILE, 7216A).
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Introduction

Notre expérimentation se base sur I’utilisation des sous-produits végétaux (pelure
d’orange et son de blé) et des déchets d’abattoir (bile de beeuf) pour la préparation de milieux

de culture et I’évaluation de leurs performances sur la culture de micro-organismes.
> Description du lieu de ’expérimentation :

Nous avons réalisé notre travail a I’Institut Pasteur d’Alger, a I’annexe d’El-Hamma
qui est composée des unités suivantes : le nouveau centre des prélevements et de diagnostic
courant, le service de Mycobactérie, le laboratoire de bio-pathologie, le laboratoire des
milieux de culture, le laboratoire des sérums thérapeutiques, le laboratoire de production de
réactifs ainsi que la Bibliothéque. Notre travail a été effectué¢ au niveau de département

« réactifs de laboratoires », sous unité « milieux de culture ».

La partie microbiologique a été effectuée dans un laboratoire d’analyse médicale privé

a Damous dans la wilaya de Tipaza.
1. Matériels biologiques :

Le matériel biologique utilisé dans cette étude est basé sur les sous-produits végétaux, et
les déchets d’abattoirs, et sur les microorganismes qui sont utilisés selon la nature et les

propriétés de milieux de culture

1.1. Pour la préparation des milieux de culture :
v Les sous-produits végétaux tels que les pelures d’orange et le son de blé

v" Les déchets d’abattoirs tels que la bile de beeuf

1.2. Pour I’évaluation la performance de milieu microbiologique :

Une collection de micro-organisme a ¢té utilisée. Les différentes souches utilisées
proviennent d’une banque des germes, du laboratoire de contréle de qualité des milieux de
culture, de I’Institut Pasteur lui-méme. Certaines souches sont fournies par une société privée
« American Type Culture Collection » (ATCC) et les autres sont obtenus par isolement

(Tableau n°5).
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Tableau n°5 : les souches de références de 1’Institut Pasteur

Les souches de - Escherichia coli (ATCC)
références - Klebsiella pneumoniae(ATCC)

importées

- Salmonella wien

- Candida glabrata
Les souches a - Candida tropicalis
I’ origine - Saccharomyces cerevisiae
d’isolement - Streptococcus faecalisdu groupe D
- Shigellaboydii

2. Méthodes de traitement de sous-produits végétaux et les déchets d’abattoirs

2.1. Sous-produits végétaux (les pelures d’orange et le son de blé) :

Les pelures d’oranges (planche 1- Figure 1 : A ; B) ont été récupéré d’un collecteur a
de déchets d’une usine qui fabrique la confiture d’orange situé a Blida. Ces épluchures ont été
traitées par séchage et broyage pour obtenir une poudre préte a 1’emploi dans notre

expérimentation.

Le son de blé (planche 1- figure 2 : C; D) provient d’un moulin de la wilaya de
Tipaza. Aprés avoir extrait la farine du bl¢, 1’usine transfére le son de blé a des agriculteurs
pour I’alimentation de leurs bétails. Nous avons récupéré une quantité de son, broyé puis

tamisé pour obtenir une poudre.
2.2. Les déchets d’abattoirs (bile de beeuf) :

La bile de beeuf (planche 1 - figure 3) a été récupérée d’un abattoir de la wilaya d’Ain
Defla. Apres 1’abattage de bovin, la bile a été prélevée et conservé dans une bouteille a 4°C.
Elle a été utilisée a 1’état brut pour la fabrication des milieux de culture correspondant, dans

les 24h qui ont suivi sa conservation en respectant la chaine de froid.
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Figure n° 4

Figure n°5

Figure n° 6

Planche 1 matériels biologique utilisés pour la préparation des milieux de culture :
Figure 1 (A ; B) les pelures d’orange ; Figure 2(C ; D)le son de blé ;Figure 3 la bile de beeuf.
(Photo originale, 2020)
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3. Méthodes de préparation des milieux de culture a base des sous-produits
végétaux et des déchets d’abattoirs :

3.1. Milieux de culture standard utilisée comme témoin :

Les milieux proposé dans cette étude sont a partir de déchets étudie qui sont utilisés comme

ingrédients nécessaire dans la formulation de ces milieux.

Les milieux standard VRBG- MOSSEL- RICE CREAM et M17 sont remplacer par des
milieux formulés a base de ces déchets (pelures d’orange- son de bl¢ et la bile de beeuf) et
faire une comparaison entre les deux milieux formulé et standard pour voir s’ils ont eu le

méme effet sur la performance des micro-organismes

Les milieux ordinaires (standards) sont préparés selon un protocole expérimental, et leurs

composition est donnée en (annexe -1)
3.2. Obtention des bouillons a base des sous-produits végétaux :
3.2.1. Bouillon a base de pelures d’orange :

Une quantité de 800g de poudre de pelures d’orange a été mélangée avec 7200ml
d’eau distillée dans un récipient puis bouillie pendant 30 min, avec agitation. Passé¢ 5 minutes
de refroidissement, le mélange a été filtré une premiere fois sur gaze, puis filtré une deuxiéme

fois sur membrane.

Le bouillon obtenu est utilis¢ comme stimulateur pour la croissance bactérienne, car il

contient une quantité suffisante de 1’acide ascorbique

Selon, Kassas (2017) I’addition de d’acide ascorbique ou de cystéine permet de réduire
la fraction de I’oxygene présent dans les milieux, favorisant ainsi la survie ultérieure des

bactéries.
3.2.2. Bouillon a base de son de blé :

Une quantité de 100 g de poudre son de bl¢ avec 900 ml d’eau distillée dans un Erlyn-
meyer qu’on place sur une plaque chauffante sous agitation et laisser bouillir pendant 30 min.
le mélange est filtré aprés 5 min de refroidissement par une gaze, puis une 2°™ filtration sur
membrane (méme mesure avec tous les milieux de culture). Le bouillon obtenu est utilisé

comme une source de glucide et de protéine.
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3.3. Formulation de milieux de culture a base de bouillons de déchets

La formulation des milieux de culture a base de déchets est pour préparer des milieux
équivalents pour les milieux standard, ils sont comme suivis: gélose a base de pelures
d’orange et son de blé, gélose a base de 100 ml bile de beeuf et de son de blé, bouillon a base

de 800 ml bile de beeuf et de son de bl¢ et gélose a base de son de blé
3.3.1. Gélose a base de pelures d’orange et son de blé :

Les pelures d’orange et son de blé sont utilisé comme ingrédients pour préparer un

milieu remplacer le milieu M17, sa composition est donnée en (annexe-1).

Dans le milieu formulé, les besoins en glucides et acide ascorbique sont trouvé par le

son de bl¢ et les pelures d’orange respectivement.

Pour préparer ce milieu, dans une Erlen-meyer nous mélangeons 600 ml de filtrat
récupéré de pelures d’orange avec 400 ml de filtrat récupéré de son de blé puis additionné de
20 g d’agar. Le mélange est chauffé a 100°C sous agitation jusqu'a la dissolution totale de
I’agar et le pH du milieu est ajusté a 7.1 = 0.1 au lieu de 4.1 a 25°C. Le milieu obtenu est

conditionné et stérilisé dans des flacons de 250 ml.
3.3.2. Gélose a base de bile de beeuf et de son de blé :

La gélose de bile de beeuf et de son de blé est formulée pour remplacer le milieu de

culture VRBG, sa composition est trouvée en (annexe-1).

400 ml de filtrat de son de blé récupéré et 100 ml de bile de beeuf ont été mélangés
avec 500 ml d’eau distillée puis additionné de 20 g d’agar, le mélange a été porté¢ a 100°C
sous agitation jusqu’a la dissolution totale de 1’agar et le pH du milieu est ajusté a 7.3 au lieu

de 6.6 2 25°C. Le milieu obtenu est conditionné et stérilisé dans des flacons de 250 ml.
3.3.3. Bouillon a base de bile de beeuf et de son de blé :

Le milieu de bile de beeuf et son de blé préparé est inspiré le milieu MOSSEL et sa

composition est trouvé en (annexe-1).

Aprées d’obtenir le filtrat de son de blé, 200 ml de volume de filtrat a été ajouté a 800

ml de bile de beeuf. Nous mettons Le mélange sous agitation jusqu’a qu’il soit homogene et le
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PH du milieu est ajusté a 7.3+0.1 au lieu de 6.9 a 25°C. Le milieu obtenu est conditionné et

stérilisé dans des flacons de 250 ml
3.3.4. Gélose a base de son de blé :

La gélose formulée a base de son de blé formulé et remplacer le milieu RICE

CREAM, sa composition est trouvée en (annexe-1).

Un volume de 600 ml de bouillon de son de blé a ét¢ ajouté a 400 ml d’eau distillée puis
additionné de 10 g d’agar le mélange a ét¢ chauffé a 100°C sous agitation jusqu’a la

dissolution totale de I’agar.

Ce milieu de son de blé est conditionné en tubes a vis et stérilis¢ a 120°C pendant 20

puis refroidit en position inclinée.
4. Méthodes L’ensemencement des microorganismes

Pour évaluer la performance et I’efficacité des milieux formulés a base de déchets il faut
ensemencer des souches de bactéries, de levures et de champignons sur ces milieux les

résultats obtenus permettent de donner I’intérét de ces milieux sur les micro-organismes.
4.1. La Gélose a base de pelures d’orange et son de blé

Le milieu formulé a base de pelures d’orange et son de blé est ensemencé par une souche
bactérienne Streptococcus faecalis du groupe D dans deux boites de Pétri et laisser une boite
pour la vérification de stérilisation. Apres de couler 10 ml de gélose et laisser légerement
refroidie, a I’aide d’une pipette graduée de 1ml stérile prélever un volume précis de 1ml
d’une suspension mere et ensemencée sur la gélose par étalonnage (planche n°2 - figure n°7)

et incubées a 37°C pendant 48 h

Le milieu M17 est également ensemencé comme le milieu formulé de pelures d’orange et

son de blé.
4.2. La Gélose a base de bile de beeuf et son de blé :

La gélose VRBG (glucose biliaire rouge violet) est utilisée pour la recherche et le

dénombrement des entérobactéries dans les produits alimentaires.

Pour évaluer le milieu formulé a base de bile de beeuf et son de blé en ensemengant dans

des boites Pétries contiennent 10 ml de gélose quatre souches de références.
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Les quatre souches bactérienne sont ensemencées séparément sur quatre boites de Pétri
tel que, Salmonella wien, Escherichia coli (ATCC), Klebsiella pneumoniae(ATCC) et
Shigella boydii, et laisser deux boites de Pétri pour la vérification de stérilisation. (Planche

n°2 - figure n°8) et incubées a 37°C pendant 24 h

Le milieu VRBG est également ensemencé comme le milieu formulé de bile de beeuf et son

de blé
4.3. Le bouillon a base de bile de beeuf et de son de blé :

Pour ensemencer sur le milieu formulé (BBSB), quatre suspensions bactériennes ont été
préparé au préalable en inoculant 10 ml d’eau physiologique par les souches bactériennes

suivantes :

- Le 1% tube pour les bactéries E.coli (ATCC)

- Le 2™ tube pour les bactéries selmonella wien

- Le 3°™ tube pour les bactéries Klebsiella pneumoniae (ATCC)
- Le 4°™ tube pour les bactéries Shigella boydii

Apres la préparation de quatre suspensions en remplir cinq tubes par 10 ml de bouillon
MOSSEL et cinqg tubes par milieu de bile de beeuf et son de blé puis ensemencé les tubes par
I’ajoute de 1 ml de suspensions bactérienne séparément, et un tube pour la vérification de

stérilisation sans suspension (planche n°2- figure n°9,10) et incubées a 37°C pendant 24 h

Le milieu MOSSEL est également ensemencé comme le milieu formulé de bile de beeuf et

son de blé.
4.4. La Gélose a base de son de blé :

Tubes en milieu incliné contiennent 10 ml de la gélose (SB) ont été¢ ensemencés par les
souches suivant: Candida glabrata, Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae
séparément et un tube réservé pour la vérification de stérilisation (planche 2 - figure

n°11,12). Les tubes ont été incubés a 37°C pendant 24 h.

Le milieu RICE CREAM est également ensemencé comme le milieu formulé de sonde blé.
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Figure n° 9 Figure n° 10

Figure n° 11 Figure n° 12

Planche 2 : méthodes d’ensemencement les micro-organismes sur les milieux de culture
formulés a base de déchets et les milieux standard : Figure 7 : ensemencement des milieux
M17 et POSB. Figure 8 : ensemencement des milieux VRBG et BBSB. Figure9 :
ensemencement du bouillon BBSB. Figure n°10 : ensemencement du bouillon MOSSEL.
Figure n°11 : ensemencement du milieu SB. Figure n°12 : ensemencement du milieu RICE
CREAM
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Résultats et discussions

Bien que nous n’ayons pas pu terminer les observations des résultats a cause des
conditions de confinement sanitaire contre le Covid-19, nous avons tout de méme fait une

synthése avec ce que nous avions obtenus dans les conditions normales.

1. Les résultats d’ensemencement des souches de référence sur Les milieux de
culture a base de déchets et les milieux standard

1.1. La Gélose a base de pelures d’orange et de son de blé :

Les pelures d’orange contiennent I’acide ascorbique et est utilis¢ comme nutriment de
croissance pour les streptocoques et le son de blé comme source de glucides et de protéine.
Selon Kassas (2017) montrent que 1’addition de d’acide ascorbique ou de cystéine permet de
réduire la fraction de I’oxygene présent dans les milieux, favorisant ainsi la survie ultérieure

des bactéries.

La performance de milieu a base de pelures d’orange et de son de blé a été évaluée
par I’ensemencement de souche bactérienne de genre Entérococcus. Nous avons utilisé des
bactéries Streptocoques faecalis du groupe D au lieu de Streptocoques lactique par défaut de
leur disponibilité au laboratoire. Aprés 48h d’incubation, les résultats obtenus ont montré que
ce milieu ne permet pas la croissance de bactéries Streptocoques faecalis du groupe D. Ce

milieu est spécifique aux bactéries Streptocoques lactiques.

Selon, Alomar (2007) les bactéries lactiques ont été¢ dénombrées sur milieu M17 incubé

pendant 48 h a 30°C. Les résultats obtenus ci-dessous (figure n°13) :

M17

- A : Boites ensemencées

Page 27



Résultats et discussions

POSB
- B : boite pour vérification de stérilisation

Figure n°13 : résultats du test d’ensemencement sur le milieu a base de pelures d’orange et

de son de blé et le milieu M17 (photo originale, 2020).

Les résultats obtenus sur le milieu M17 et le milieu POSB sont compatibles, les deux résultats
d’ensemencement et de vérification de stérilit¢ sont négatifs. Cela indique que les deux
milieux formulé et standard ne sont pas favorables a la croissance de bactérie Streptocoques

faecalis du groupe D.
1.2. La Gélose a base de bile beeuf et de son de blé

Le milieu est formulé pour le dénombrement des coliformes, ce milieu formulé a base
de bile de beeuf est considéré comme un inhibiteur de croissance des bactéries a Gram + et

donc est un milieu sélectif des Gram -.

Selon,Delarras (2014) La gélose VRBG (glucose biliaire rouge violet) Bio - Rad est

utilisée pour la recherche et le dénombrement des entérobactéries

Pour évaluer la performance de ce milieu formulé nous avons ensemencé quatre
souches bactérienne séparément sur la Gélose a base de bile de beeuf et de son de blé et sur le
milieu sélectif Violet Red Bile Glucose (VRBG), les souches de références utilisé sont des
entérobactéries de Gram - sont comme suit : Salmonella wien, Escherichia coli (ATCC),

Klebsiella pneumoniae (ATCC) et Shigella boydii

Les résultats du test de I’efficacité de milieu de culture élaboré de bile de boeuf et son

de blé sont comparés avec le milieu témoin VRBG et représentés dans le tableau n°6 :
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Tableau n° 6: Résultats de I’ensemencement des souche de références sur le milieu de bile de

beeuf et son de blé et milieu VRBG (photo originale, 2020)

Milieu
BBSRBR

Milieu
VRRG

Vérification de
stérilité

S. wien

E. coli

K. pneumoniae

Shi. boydii
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Selon,Podeur (2014)Les entérobactéries ont été dénombrées sur le milieu Violet Red Bile

Glucose (VRBG)

Escherichia coli et Shigella boydiiet des résultats négatifs avec Salmonella wien,
Klebsiella pneumoniae et test de vérification de stérilisation, les résultats sont similaire entre

les deux milieux.

Selon,Delarras (2014) le milieu VRBG contient 2 inhibiteurs des bactéries Gram +, le
cristal violet et les sels biliaires, donc c’est un milieu sélectif des Gram -, qui sont les

Entérobactéries. Ce milieu contient du glucose et un indicateur de pH, le rouge neutre

Le milieu formul¢ BBSB contient les sels biliaires qui permettre la sélectivité des
bactéries a Gram -, Les deux bactéries Escherichia coli et Shigella boydii poussent sur le
milieu BBSB parce que dégradent le glucose qui se trouve au son de blé et permettre
d’appariation de colonies rondes, lisses et pas rouge-violet a cause de I’absence de cristal

violet et le rouge neutre.
1.3. Le bouillon a base de bile de beeuf et de son de blé :

Le milieu formulé contient la bile de beeuf qui utilis€é comme source de sélectivité et le
son de blé comme source de sucres et de protéines les souches de références utilisés sont des
bactéries de la famille entérobactéries de Gram — tel que Salmonella wien, Escherichia coli

(ATCC), Klebsiella pneumoniae (ATCC) et Shigella boydii.

Les résultats sont comparés avec le milieu standard MOSSEL aprés 1’incubation a

37°C pendant 24 h et sont représentés dans la (figure n°14) :
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—

E. coli
Klebsiella pneumoniae
pour la vérification de stérilisation

Salmonella wien

Shigella boydii

wok »N

Milieu BBSB

6. Salmonella wien

7. E. coli

8. Tube de vérification de stérilisation
9

. Klebsiella pneumoniae

10. Shigella boydii

Milieu MOSSEL

Figure n°14 : résultats d’ensemencement des souches de référence sur le bouillon BBSB et

MOSSEL (photo originale, 2020)

Le bouillon formulé a base de bile de beeuf et son de blé a démontré des résultats
positifs avec Klebsiella pneumoniae(2) et Salmonella wien(4), et des résultats négatifs avec

E.coli (1), Shigella boydii(5) et le test de vérification de stérilisation (3).

Le bouillon MOSSEL démonté des résultats positifs avec Klebsiella pneumoniae(9) et
E.coli (7) et des résultats négatifs avec Salmonella wien (6),Shigella boydii (10) et le test de

vérification stérilisation (8)
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Les Entérobactéries qui sont glucose + acidifieront le milieu lors de la dégradation du
glucose et donneront des colonies rouge-violet ce qui les rendra suspectes dans le cadre de

cette recherche (CRDP Aquitaine, 2012).

Le virage de couleur marron vers le jaune montre la croissance bactérienne par leur
modification de PH mais a des vitesses de croissance variables. Les vitesses de croissance de
La souche bactérienne Klebsiella pneumoniae que les autres et plus rapides sur les deux

milieux
1.4. La Gélose a base de son de blé :

Le milieu formulé a base de son de blé et le milieu standard RICE CREAM sont
ensemencés par des souches de levures Candida glabrata, Candida tropicaliset

Saccharomyces cerevisiae, et incubés a 37°C pendant 24h

La lecture faite apreés 24 heures en raison de contraintes de temps. Les deux géloses
démontrent des résultats négatifs avec les trois souches et aussi le test de vérification de

stérilisation, les résultats représentés dans la (figure n°15) :

a b cd e f g h

Milieu de son de RICE CREAM

Figure n°15 : résultats d’ensemencement des souches de références sur milieu a base de son

de blé et RICE CREAM (photo originale, 2020)

a. Candida glabrata e. Candida tropicalis

b. Tube pour vérification de stérilisation  f. Candida glabrata

c. Candida tropicalis g. Saccharomyces cerevisiae

d. Saccharomyces cerevisiae h. Tube pour vérification de stérilisation
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Conclusion générale

Cette étude nous a permis de tester I’effet de milieux de culture formulés a base de
trois déchets valorisés (pelures d’orange, son de blé et la bile de bceuf) sur les
microorganismes. Cette étude a testé quatre milieux de culture a base de déchets : Gélose
pelures d’orange et son de blé, Gélose 100 ml de bile de beeuf et son de blé, bouillon 800 ml

de bile de boeuf et son de blé et Gélose a base de son de blé.

Les résultats d’ensemencement des micro-organismes sur les milieux formulés et les
milieux standard démontrent une similarité sur la croissance de micro-organismes. Les deux
milieux Gélose et bouillon a base de bile de beeuf et son de blé ont démontré la possibilité de
développement de 1’entérobactérie telle que Klebsiella pneumoniae, Shigella boydii, E.coli,
Cela montre que les deux milieux ont le méme effet que celui des milieux standard. D’une
part les deux milieux formulés a base de pelures d’orange et son de blé et a base de son de blé
uniquement ont démontré des résultats négatifs, le premier milieu ne permet pas la croissance
de Streptocoques faecalis groupe D car ce milieu spécifique pour les Streptocoques lactiques
et le deuxieme milieu nécessite un temps plus long pour la croissance des champignons et des

levures.

D'apres les résultats obtenus, on peut dire que les déchets utilisés ont une source riche

de nutriments qui favorise le développement des micro-organismes.

Les déchets étudiés et valorisés ont montré une alternative efficace quant a leur
utilisation dans le secteur du consommable des laboratoires. Ils peuvent donc étre utilisés
comme substituant a des constituants chimiques de milieux de culture. Ils ont aussi montré
leur efficacité en qualit¢ de source nutritive et d’énergie pour la croissance des micro-

organismes en culture.

A travers notre travail, nous proposons des perspectives pour des solutions
¢conomiques a la fabrication des milieux de culture, avec des maticres premicres biologiques
renouvelables et disponibles & moindre cofit, au service du secteur de I’industrie de la

recherche scientifique et surtout pour les besoins des laboratoires de microbiologie.
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Annexe 1 : les milieux de culture (catalogue de I’Institut Pasteur)

Milieu M17

Peptone de farine de soja S5¢g
Peptone pepsique de viande 2.5¢
Peptone de caséine trypsique 2.5¢g
Extrait de levure Sg
Extrait de viande S5¢g
Lactose S5g
Acide ascorbique 0.5g
Glycérophosphate de sodium 19¢
Sulfate de magnésium 0.25¢g
Agar 20g
Eau distillée 1000ml
PH 7.1+0.1
La gélose VRBG (violet-red-bile-glucose)

Extrait de levure 3g
Extrait de viande 3g
Chlorure de sodium 5g
Peptone g
Bile salt 2g
Glucose 10g
Rouge neutre 1% 0.03g
Cristal violet 0,1% 0.002¢g
Agar 20g
Eau distillée 1000ml

PH

7.3
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MOSSEL

Peptone de viande 10g
Glucose 5¢g
Bile de beeuf desséchée 20g
Phosphate disodique 8g
Phosphate monosodique 2g
Vert brillant 0.015¢
Eau distillée 1000 ml
PH 7.3+0.1
Rice Cream

Tween 80 10 ml
Créme de riz 10g
Agar 10 g
Eau distillée 1000 ml
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