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Isolement de Lactobacillus pentosus capable de bioconvertir I’'oleuropéine en
hydroxytyrosol : application sur les feuilles d’olivier
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Résumé

Une bactérie lactique, identifié¢e comme Lactobacillus pentosus, a été isolée a partir de saumure
d’olive. Elle est capable de produire ’hydroxytyrosol, composé d'intérét biologique et commercial, sur
MRS additionnée de 1g I'" d’oleuropéine. Cette souche est également capable de se développer sur
un extrait aqueux de feuille dolivier comme seule source de nutriments et comme source
d’oleuropéine. La souche est apte a produire de I'hydroxytyrosol dans ce milieu.

Mots Clés : Lactobacillus pentosus; Identification microbienne; Valorisation; Feuilles d’olivier;
Hydroxytyrosol.

Isolement of Lactobacillus pentosus able to bioconvert oleuropein to hydroxytyrosol:
application on olive leaves.

Abstract

A lactic bacterium, identified as Lactobacillus pentosus, was isolated from olive brine. It has been
proved able to produce hydroxytyrosol, compound with several interesting biological activity and
commercial interest, on the medium MRS supplemented with 1g I oleuropein. This renewable method
(comparing with chemical and enzymatic methods) was tested on an aqueous olive leaf extract, which
was used as useful source for oleuropein for biotransformation. Lactobacillus pentosus was able to
grow on this medium as sole substrate and produce hydroxytyrosol.

Key Words: Lactobacillus pentosus; Microbial identification; Valorisation; olive leaves;
Hydroxytyrosol.

1. Introduction

L'industrie oléicole engendre des quantités énormes de rejets, dont les feuilles d’olivier qui sont riches
en composés phénoliques (notamment Oleuropéine).

L’Hydroxytyrosol, le produit dérivé de la dégradation de I'Oleuropéine (Fig 1), posséde des intéréts
commerciaux et scientifiques plus importants que ceux de I'Oleuropéine. Il est obtenu par hydrolyse
chimique de I'Oleuropéine (Jemaia et al., 2008) ou par synthese chimique (Capasso et al., 1999). Une
technologie douce par utilisation de 'enzyme Dbeta-glucosidase a été aussi proposée (Briante et al.,
2004; Jemaia et al., 2008). Cependant, ces procédés sont non renouvelables. Comme alternative a
ces procédés, ce travail vise a tester la possibilité de produire 'Hydroxytyrosol par bioconversion
microbienne de I'Oleuropéine présente dans les feuilles d'olivier, dans un but de valorisation de cette
biomasse végétale pour un développement durable du secteur oléicole tout en respectant
'environnement et en utilisant un procédé renouvelable.

Le choix des bactéries lactiques pour cette bioconversion microbienne est due au fait que ces
microorganismes sont impliqués dans la dégradation de I'oleuropéine en produisant hydroxytyrosol
lors de la désamérisation biologique des olives (Marsilio et al., 1996; Servili et al., 2006; Agusti, J.,
comm. pers., 2007).
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Figure 1: Structure chimique de I'Oleuropéine (a) et de 'Hydroxytyrosol (b)
2. Matériel et Méthodes

Un isolement des souches bactériennes a été realisé sur MRS a partir de margine et de saumure
d’olive. Aprés s’étre assuré de la pureté des souches (par observation microscopique aprés au moins
3 repiquages successifs), différentes techniques d’identification (profii morphologique, profil
biochimique sur galerie APl 50CH, profil enzymatique sur galerie APl zyme, profil fermentaire) ont été
appliquées. Le profil fermentaire a été déterminé par HPLC selon le protocole décrit par Agusti
(comm. pers., 2007).

Une culture de la souche sélectionnée SE4 a été effectuée sur MRS additionnée d'oleuropéine a 1 g I
1 et sur un extrait aqueux de feuille d’olivier & 5% (m/v). L’analyse des phénols a été évaluée, avant et
aprés une culture de 13 jours, par HPLC selon le protocole décrit par Agusti (2007). L’identification
des pics a été confirmée par I'analyse des échantillons enrichis avec les standards.

3. Résultats et Discussion

Dix souches de bactéries ont été isolées a partir du biotope olive (margine et saumure d'olive) sur le
milieu de culture MRS. Différents tests d’identification microbienne ont été réalisés : observation
morphologie, test gram, test catalase, test oxydase, test indole, test mobilité, type respiration, profil
fermentaire. Une seule souche parmi les dix souches isolées posséde les caractéristiques des
bactéries lactiques : gram (+), catalase (-), oxydase (-), indole (-), immobile, respiration anaérobie
facultative, production d’acide lactique. La souche lactique est de forme cocobacille de petite taille.
Linterprétation des résultats du profil biochimique a permis d'identifier la souche en tant que
Lactobacillus pentosus avec 1D 99,9%.

L’étape suivante a permis de tester la capacité de la souche Lactobacillus pentosus a bioconvertir
'oleuropéine en hydroxytyrosol. Pour ce faire, une culture de la souche a été réalisée sur un milieu
MRS liquide additionné de 1 g I-1 d’oleuropéine.

L’analyse par HPLC montre la dégradation de I'oleuropéine et la production de hydroxytyrosol suite a
l'activité de Lactobacillus pentosus (Fig. 2). Ce résultat confirme les travaux de Servili et al., (2006) qui
ont utilisé une souche de Lactobacillus pentosus pour la désamérisation biologique des olives a
P'échelle pilote.

Les Lactobacillus plantarum sont plus connues dans la dégradation de P'oleuropéine lors de la
fermentation des olives (Marsilio et al., 1996). Ces auteurs ont proposé un modéle de mécanisme de
bioconversion biologique de I'oleuropéine en hydroxytyrosol. Ce modeéle implique 2 enzymes : le beta-
glucosidase et I'estérase.

Le profil enzymatique de la souche Lactobacillus pentosus montre la présence d’une activité beta-
glucosidase uniquement a 30T en anaérobiose et en aérobiose. L'activité estérase est absente
quelque soit les conditions de culture testées (30°C, 37T, aérobiose, anaérobiose). Ces résultats
peuvent laisser supposer que le mécanisme de bioconversion de I'oleuropéine en hydroxytyrosol est
différent selon les espéces de bactéries lactiques.
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Figure 2: Profil HPLC sur milieu MRS contenant 1 g I d’oleuropéine avant et aprés bioconversion par
la souche lactique Lactobacillus pentosus. Identification des pics: 1, Oleuropéine; 2, Hydroxytyrosol.
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Les feuilles d’olivier sont connues par leur richesse en oleuropéine. Un extrait aqueux de feuille
d’olivier a été utilisé comme seul substrat pour cultiver la souche Lactobacillus pentosus dans un
objectif de produire 'hydroxytyrosol.

Lactobacillus Pentosus est capable de se développer sur ce milieu tout en produisant Phydroxytyrosol
et en dégradant l'oleuropéine (Fig. 3).

4. Conclusions

Une bactérie lactique identifiée comme Lactobacillus pentosus est capable de dégrader I'oleuropéine
et de produire I'hydroxytyrosol en impliquant 'enzyme beta-glucosidase. Cette souche est également
capable de se développer sur un extrait aqueux de feuille d’olivier comme seule source de nutriments.
La souche est apte a produire de hydroxytyrosol dans ce milieu.
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Figure 3: Profil HPLC d’un extrait aqueux de feuille d’olivier avant et aprés bioconversion par la
souche lactique Lactobacillus pentosus. ldentification des pics: 1, Oleuropéine; 2, Hydroxytyrosol.
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Présentation

Le premier séminaire sur les Biotechnologies et qualité des produits de Polivier dans le bassin
méditerranéen (Olivebioteq-2004) a eu lieu a Errachidia au Maroc en novembre 2004
(www.olivebioteq.ird.fr). Le deuxiéme Olivebioteq a eu lieu & Palermo en Sicile ltalie en octobre 2006
et le 3°™ Olivebioteq aura lieu & Sfax Tunisie. L’Institut de Recherche pour le Développement (IRD) et
plus particulierement la Délégation a I'lnformation et a la Communication (DIC) ont participé a la
création et a essor de ce séminaire de formation permanente des principaux acteurs méditerranéens
en oléiculture.

L’histoire de la culture de l'olivier se confond avec celle de la méditerranée au point que l'olivier est
devenu le symbole de cette région dans le monde. La gestion et la mise en valeur de I'espace agricole
méditerranéen sont de fait fortement liées a la culture de I'olivier et aux conséquences économiques
et sociales de la production, de la transformation et de la commercialisation de l'huile d’olive.
L'oléiculture traditionnelle prédomine dans la plupart des pays méditerranéens, malgré 'émergence
depuis le début des années 1980 d’une oléiculture moderne conduite en irrigué, en intensif et en
hyper intensif.

L’évolution des filieres huile d'olive dans les différents pays est liée au progrés technique et les
politiques mises en ceuvre pour favoriser I'organisation de ces filieres afin de tirer le meilleur parti des
potentialités des marchés. Elles ont bénéficié durant les dernieres décennies de plusieurs types
d’innovations technologiques résultant des travaux de recherche et des politiques de promotion, de
formation, d’incitation et de vulgarisation. Ces innovations se retrouvent dans les principaux maillons
des filieres: exploitations agricoles, huileries, usines de conditionnement et circuits de distribution.

Malgré I'adaptation de lolivier aux conditions naturelles et a I'écologie méditerranéennes et les efforts
d’innovation déployés par la plupart des pays producteurs, le devenir de ce secteur reste tributaire
notamment de la dynamique du marché mondial, des nouvelles dispositions en matiére de politique
agricole et commerciale au niveau multilatéral (PAC, Cycle de Doha, Accords de libéralisation
bilatéraux et régionaux), ainsi que de la structure et du fonctionnement des systémes de production et
d’exportation des différents pays oléicoles.

La plupart des pays méditerranéens se trouvent actuellement dans un contexte économique incertain
au sein duquel la prise de conscience des enjeux d’avenir, la rénovation des systémes de production
et d’exportation et Iidentification de nouveaux usages et alternatives de valorisation des produits de
lolivier (nutrition, santé, cosmétique, énergie, environnement...) sont devenues impératives afin de
renforcer le role économique, social et environnemental et la compétitivité de I'olivier.

Pour enrichir le débat autour de cette problématique, institut de I'Olivier organise la troisieme édition
d’Olivebioteq sur le théme "Pour un secteur oléicole rénové, rentable et compétitif en
Méditerranée". L’objectif principal de cette édition est de faire connaitre et de discuter les acquis de
recherches et d’examiner les alternatives de leur valorisation pour l'innovation de la filiére huile d’olive
en Méditerranée.

La troisieme édition d’Olivebioteq a lieu du 15 au 19 décembre 2009 a Sfax (Tunisie). Elle est
organisée en collaboration avec des organismes nationaux ('ONH, AVFA, DGPA, DGPCPQA, OTD,
UTAP, CC, APIA, APl et CEPEX) et internationaux (COIl, IRD, FAO, Commission Européenne,
CIHEAM, AFIDOL).

Institut de I’Olivier
Route de I’Aéroport— B.P. 1087-3000 Sfax (Tunisie)
Tél.: (216) 74 241 240 / 74 241 589—Fax: (+216) 74 241 033
Mail: bo. josfax@iresa.agrinet.tn
ISBN: 978-9938-9513-0-1
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Presentation

The first seminar on Biotechnology and olive products quality in the Mediterranean (Olivebioteq-2004)
has been celebrated in Errachidia, Morocco in November 2004 (www.olivebioteq.ird.fr). The second
Olivebioteq has been celebrated in Palermo, Italy in October 2006 and the 3™ Olivebioteq will take
place in Sfax, Tunisia. The IRD and the DIC (Délégation a I'information et & la Communication) were
the main participants in the creation and the design of this olive-growing training seminar of principal
Mediterranean actors.

The history of the olive tree can be confused with the Mediterranean one at the point to become the
symbol of this region in the world. The management and enhancement of agricultural Mediterranean
area are strongly related to olive growing and the economic and social consequences of production,
processing and commercialisation of olive oil. Despite the emergence since the early 1980s of modern
olive cultivation regimes (intensive and hyper-intensive), traditional olive cultivation continues
predominating in most Mediterranean countries.

The evolution of olive oil sector in different countries is basically related to technical progress and
policies implemented to promote their organisation and to maximize their potential. In fact, in the
recent decades, they have benefited from several types of technological innovations as a result of
scientific research and policies of promotion, training, encouragement and technical support. These
innovations can be observed in the major segments of the olive sector: farms, mills, packaging
factories and distribution channels.

Despite the adaptation of the olive tree to natural conditions of the Mediterranean and despite the
innovative efforts made by most producers, the future of this sector is particularly dependent on: i) the
dynamics of the world market, ii) the new provisions of multilateral agricultural and trade policies (CAP,
the Doha Round, bilateral and regional liberalisation agreements), and iii) the structure and functioning
of production and export systems of olive producing countries.

Presently, most Mediterranean couniries are in an uncertain economic situation in which the
consciousness of future challenges, the renovation of production and export systems, the identification
of new uses and the alternatives of olive products valorisation (nutrition, health, cosmetics, energy,
environment ...) have become imperative to strengthen the economic, social and environmental
performance and the olive competitiveness.

To enrich the debate around these issues, the Olive Tree Institute (Institut de I'Olivier) organizes the
third edition of Olivebioteq on the theme "For a renovated profitable and competitive Mediterranean
olive growing sector." The main objective of this edition is to expose and discuss the results of
scientific research and the way to make them useful for the innovation of the Mediterranean olive oil
sector.

The third edition of Olivebioteq will take place from 15 to 19 December 2009 in Sfax (Tunisia). It will be
organized in collaboration with national organisations (ONH, AVFA, DGPA, DGPCQPA, OTD, UTAP,
CC, APIA, APl and CEPEX) and international ones (I0OOC, IRD, European Commission, CIHEAM,
AFIDOL).
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