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Une bactérie lactique, identifiée comme Lactobacillus pentosus, a été isolée à partir de saumure
d'olive. Elle est capable de produire l'hydroxytyrosol, composé d'intérêt biologique et commercial, sur
MRS additionnée de 19 r' d'oleuropéine. Cette souche est également capable de se développer sur
un extrait aqueux de feuille d'olivier comme seule source de nutriments et comme source
d'oleuropéine. La souche est apte à produire de l'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. lt has been
proved able to produce hydroxytyrosol, compound with severa1 interesting biological activity and
commercial interest, on the medium MRS supplemented with 19 r' 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 l'Oleuropéine).

L'Hydroxytyrosol, le produit dérivé de la dégradation de l'Oleuropéine (Fig 1), possède des intérêts
commerciaux et scientifiques plus importants que ceux de l'Oleuropéine. Il est obtenu par hydrolyse
chimique de l'Oleuropéine (Jemaia et al., 2008) ou par synthèse chimique (Capasso et al., 1999). Une
technologie douce par utilisation de l'enzyme beta-glucosidase a été aussi proposée (Briante et al.,
2004; Jemaia et al., 2008). Cependant, ces procédés sont non renouvelables. Comme altemative à
ces procédés, ce travail vise à tester la possibilité de produire l'Hydroxytyrosol par bioconversion
microbienne de l'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
l'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 l'oleuropéine en produisant l'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 l'Oleuropéine (a) et de l'Hydroxytyrosol (b)

2. Matériel et Méthodes

Un isolement des souches bactériennes a été réalisé sur MRS à partir de margine et de saumure
d'olive. Après s'être assuré de la pureté des souches (par observation microscopique après au moins
3 repiquages successifs), différentes techniques d'identification (profil morphologique, profil
biochimique sur galerie API 50CH, profil enzymatique sur galerie API 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 à 1 g 1­
1 et sur un extrait aqueux de feuille d'olivier à 5% (mlv). L'analyse des phénols a été évaluée, avant et
après une culture de 13 jours, par HPLC selon le protocole décrit par Agusti (2007). L'identification
des pics a été confirmée par l'analyse des échantillons enrichis avec les standards.

3. Résultats et Discussion

Dix souches de bactéries ont été isolées à 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 possède les caractéristiques des
bactéries lactiques: gram (+), catalase (-), oxydase (-), indole (-), immobile, respiration anaérobie
facultative, production d'acide lactique. La souche lactique est de forme coco bacille de petite taille.
L'interprétation des résultats du profil biochimique a permis d'identifier la souche en tant que
Lactobacillus pentosus avec ID 99,9%.
L'étape suivante a permis de tester la capacité de la souche Lactobacillus pentosus à bioconvertir
l'oleuropéine en hydroxytyrosol. Pour ce faire, une culture de la souche a été réalisée sur un milieu
MRS liquide additionné de 1 g 1-1 d'oleuropéine.
L'analyse par HPLC montre la dégradation de l'oleuropéine et la production de l'hydroxytyrosol suite à
"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 à
l'échelle pilote.
Les Lactobacillus plantarum sont plus connues dans la dégradation de l'oleuropéine lors de la
fermentation des olives (Marsilio et al., 1996). Ces auteurs ont proposé un modèle de mécanisme de
bioconversion biologique de l'oleuropéine en hydroxytyrosol. Ce modèle implique 2 enzymes: le beta­
glucosidase et l'estérase.
Le profil enzymatique de la souche Lactobacillus pentosus montre la présence d'une activité beta­
glucosidase uniquement à 30°C en anaérobiose et en aérobiose. L'activité estérase est absente
quelque soit les conditions de culture testées (30°C, 3rC, aérobiose, anaérobiose). Ces résultats
peuvent laisser supposer que le mécanisme de bioconversion de l'oleuropèlne en hydroxytyrosol est
différent selon les espèces de bactéries lactiques.
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Figure 2: Profil HPLC sur milieu MRS contenant 1 g 1"1 d'oleuropéine avant et après 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 l'hydroxytyrosol.

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

4. Conclusions

Une bactérie lactique identifiée comme Lactobacillus pentosus est capable de dégrader l'oleuropéine
et de produire l'hydroxytyrosol en impliquant l'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 à produire de l'hydroxytyrosol dans ce milieu.
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Figure 3: Profil HPLC d'un extrait aqueux de feuille d'olivier avant et après bioconversion par la
souche lactique Lactobacillus pentosus. Identification des pics: 1, Oleuropéine; 2, Hydroxytyrosol.
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