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Titre : Nouveau procédé de production des bactériocines en utilisant les margines d’olive

Abrégé :

L'invention présente un procédé de production économique des bactériocines utilisant les margines
d’olive, et qui commence par la détermination de la dilution des margines d’olive permettant une
meilleure production de la bactériocine, et par la suite, production de ladite bactériocine sur les
margines d’olive diluées en incubant des bactéries bactériocinogénique sur les margine d’olive et en
ajustant les facteurs physicochimiques pour I'optimisation de la production des bactériocines.
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Titre : Nouveau procédé de production des bactériocines en utilisant les margines d’olive

Description
= Domaine technique

La présente invention touche le domaine agroalimentaire et le domaine médical / pharmaceutique et
plus particulierement I'invention concerne un nouveau procédé de production des bactériocines en
utilisant les margines d’olive.

= Description de I’état de la technique

Les documents (Juncioni de Arauz et al., 2009 ; Ananou et al., 2008, 2020 ; Arias et al., 2021) divulguent
des procédures de production des bactériocines en utilisant le lactosérum comme substrat
économique.

Le document (Juncioni de Arauz et al., 2009) divulgue une procédure de production sur le lait écrémé.

Le document (Arias et al., 2021) utilise la paille de mais et les déchets de pulpe de betterave sucriére
et le document (Senan et al., 2016) un concentré de protéines de lactosérum.

L'invention (W02007074490 (A1), 2007) révéle un procédé de production de triactylhydroxytyrosol a
partir des margines d’olive a utiliser comme antioxydant.

L'invention (KR20080028247 (A), 2008) révéle un procédé de production du méthane a partir des
margines d’olive.

L'invention (GR20080100688 (A), 2010) révele la production d’une poudre de polyphénol et un
fertilisant a partir des margines d’olive.

L'invention (PL3494237 (T3), 2021) révéle I'utilisation des margines d’olive dans I'industrie du tannage
du cuir.

L'invention (GR1010150 (B), 2022) révele la fabrication d'un produit naturel dérivé des margines riche
en substances aromatiques, savoureux et phénoliques.

= Exposé de I'invention

Pour que I'application des bactériocines soit réalisable, les aspects techniques et économiques doivent
étre abordés. Le plus souvent, les aspects économiques font défaut pour qu'une application de
bactériocine a I'échelle industrielle soit réalisable. En plus, les techniques utilisées sont parfois
couteuses, limitées et non rentables.

Une option intéressante consiste a utiliser certains sous-produits des industries agroalimentaires
comme substrat. Dans ce sens, plusieurs valorisations ont été décrites pour les margines d’olive (Roig
et al., 2006 ; W02007074490 (A1), 2007 ; KR20080028247 (A), 2008 ; GR20080100688 (A), 2010 ;
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Mateo et Maicas 2015 ; Doula et al., 2017 ; PL3494237 (T3), 2021 ; Gerasopoulos et Petrotos, 2022 ;
GR1010150 (B), 2022). Toutefois, aucune procédure de production des bactériocines sur les margines
d’olives n’a été décrite pour le moment.

L'utilisation des margines d’olive (un effluent issu de I'extraction de I'huile d'olive) offert une trés
bonne possibilité de recycler/valoriser cet effluent et aussi de réduire les frais de revient des
bactériocines produites.

C'est dans ce contexte que s’inscrit ce brevet d’invention, dont I'objectif est la description d’une
procédure de production des bactériocines en utilisant les margines d’olive.

= Bréve description des figures

La figure 1 présente le suivi de I'activité antimicrobienne de la bactériocine OS1 produite par E. hirae
OS1 cultivée sur les margines d’olive diluée a 1/1000.

La figure 2 présente le suivi de I'activité antimicrobienne de la bactériocine OS1 produite par E. hirae
0OS1 cultivée sur les margines d’olive optimisées.

= Description détaillée de I'invention

La présente invention concerne un procédé de production des bactériocines utilisant les margines
d’olive comme milieu de production et qui comporte les étapes suivantes :

Dilution des margines d’olive ;

Inoculation d’une souche bactériocinogénique sur les margines diluées;

Ajout de glucose ;

Régulation du pH du mélange ;

Incubation du mélange ; et

Elimination des bactéries productrices et récupération de la bactériocine par
filtration sur un filtre de 0,45 pm.

"o o0 T oo

D’apres l'invention, la dilution des margines d’olive se fait dans de I’eau distillé avec des dilutions entre
de 1 et 1/1000. Selon un mode de réalisation préférentiel la dilution optimale est de de 1/1000.

I'inoculation de la souche bactériocinogénique sur les margines se fait a environ 5%, en ajoutant du
glucose a des proportions d’environ 1% (m/v).

Selon un mode de réalisation préférentielle de cette invention la souche bactériocinogénique peut
étre une souche d’Enterococcus, de Lactobacillus et de Lactococcus.

le pH du mélange d’obtention dudit bactériocine est préférentiellement régulé a environ 6,5, et son
I'incubation se fait a 30°C durant une période ente 24 heures et 48 heures.
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A la fin dudit procédé les bactéries sont éliminées avec une filtration sur un filtre de 0,45 pm et la
bactériocine est récupérée.

Pour le choix de la dilution des margines d’olive : elle est réalisée en utilisant les margines d’olive
stériles comme un milieu de production. Ce procédé utilise des dilutions allant de 1 jusqu’a 1/1000 de
la margine d’olive (par ajout de I'eau distillée, v/v). La méthode des puits (Ananou et al., 2020) est
utilisée pour détecter et évaluer I'activité antimicrobienne de la bactériocine produite sur les margines
d’olive, vis-a-vis de une souche indicatrice.

Pour la production de la bactériocine sur la dilution permettant la production : La dilution appropriée
permettant la production des bactériocines est postérieurement inoculée a 5% (v/v) de la souche
productrice (une souche bactériocinogénique). La production est réalisée a I'aide d’un bioréacteur de
paillasse (capacité 1L) sous une température d’incubation de 30°C durant 48h. Un témoin négatif sans
inoculation est également testé.

Pour I'optimisation de la production: La dilution de la margine permettant la production des
bactériocines est inoculée a 5% (v/v) de la souche productrice, ajoutée du glucose a 1% (m/v) et
tamponnée a pH de 6,5. La production est réalisée a I'aide d’un bioréacteur de paillasse (capacité 1L)
sous une température d’incubation de 30°C durant 48h.

La bactériocine ainsi produite pourra étre récupérée par filtration en utilisant un filtre de 0,45 um et
utilisée comme un bio-conservateur des aliments ou bien comme un agent anti-infectieux.

Exemple : Production de la bactériocine 0OS1 (produite par E. hirae 0S1).

La méthode des puits a été utilisée pour détecter et évaluer I'activité antimicrobienne de bactériocine
0S1, produite sur les margines d’olive, vis-a-vis de Listeria monocytogenes.

Tout d’abord, nous avons défini la dilution permettant la production de cette bactériocine (des
dilutions de 1, 1/10, 1/100 et 1/1000 de margine d’olive stérile ont été préparés et additionnées de la
souche productrice a 5%).

Nos résultats montraient que la dilution 1/1000 de la margine d’olive permettait de produire des
bactériocines dans la margine d’olive diluée a 1/1000. En effet, des activités de 100 UA/mL et de 37,5
UA/mL ont été observées aprés 24h et 48h respectivement (Figure 1).

L'optimisation de la production de la bactériocine OS1 a été réalisée en utilisant les margines d’olive
stériles (diluée a 1/1000) et en appliquant les paramétres optimaux préalablement décrites sur le
lactosérum par Ananou et al. (2008, 2020). Le suivi de la production de la bactériocine OS1 révélait un
taux maximal observé apres 3-18h d’incubation avec 200 UA/mL pour la culture optimisée (par rapport
a 100 UA/mL pour la culture sans optimisation). Ce qui signifie une augmentation d’un facteur de 2 par
rapport au témoin (Figure 2).

La bactériocine ainsi produite a été récupérée par filtration sur filtre de 0,45 pm.

La bactériocine obtenue pourra étre utilisée en tant que bio-conservateurs des aliments ou bien
comme des agents anti-infectieux. En plus, la production de la bactériocine OS1 par E. hirae 0S1 en
utilisant des margines d’olive a permis de valoriser cet effluent issu de I'extraction de I'huile d’olive et
d’optimiser la production de la bactériocine OS1.
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= Application industrielle

Selon I'invention, ce procédé peut étre appliqué pour produire les bactériocines a grande échelle et a
échelle industrielle. Ces bactériocines peuvent étre appliquées par la suite pour la conservation des
aliments et pour lutter contre les pathogénes dans le domaine médical.
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Revendications

Procédé de la production des bactériocines caractérisé en ce qu’il utilise les margines d’olive
comme milieu de production.

Procédé de la production des bactériocines, selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'il
comporte les étapes suivantes :

e Dilution des margines d’olive ;

e Inoculation d’'une souche bactériocinogénique sur les margines diluées;

e Ajout de glucose ;

e Régulation du pH du mélange ;

e Incubation du mélange ; et

e Elimination des bactéries productrices et récupération de la bactériocine par
filtration sur un filtre de 0,45 pm.

Procédé de la production des bactériocines, selon les revendications 1 et 2, caractérisé en ce
que la dilution des margines d’olive se fait dans de I’eau distillé avec des dilutions entre de 1
et 1/1000.

Procédé de la production des bactériocines, selon les revendications 1 et 2, caractérisé en ce
que la souche bactériocinogénique peut étre une souche d’Enterococcus, de Lactobacillus et
de Lactococcus.

Procédé de la production des bactériocines, selon les revendications 1, 2 et 3, caractérisé en
ce que la dilution optimale des margines d’olive est de 1/1000.

Procédé de la production des bactériocines, selon les revendications 1 et 2, caractérisé en ce
que I'inoculation de la souche bactériocinogénique sur les margines se fait a environ 5%.
Procédé de la production des bactériocines, selon les revendications 1 et 2, caractérisé en
ce que le glucose est ajouté a des proportions d’environ 1% (m/v).

Procédé de la production des bactériocines, selon les revendications 1 et 2, caractérisé en ce
que le pH du mélange est régulé a environ 6,5.

Procédé de la production des bactériocines, selon les revendications 1 et 2, caractérisé en ce
que I'incubation du mélange se fait a 30°C durant une période ente 24 heures et 48 heures.



MA 57097A1

Dessins

Production d'0S1
250

.

150

100

, 1l
9

18 21 24 48
Temps (h)

Activité (UA/ml)

Figure 1. Suivi de I'activité antimicrobienne de la bactériocine OS1 produite par E. hirae OS1
cultivée sur les margines d’olive diluée a 1/1000.
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Figure 2. Suivi de I'activité antimicrobienne de la bactériocine OS1 produite par E. hirae OS1
cultivée sur les margines d’olive optimisées.
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Partie 1 : Considérations générales

«  Description
4 Pages

+ Revendications

9

Cadre 1 : base du présent rapport

Les piéces suivantes de la demande servent de base a I'établissement du présent rapport :

* Planches de dessin

1 Pages

Partie 2 : Rapport de recherche

Classement de I'objet de la demande :

CIB : C12N1/20, C12N1/26, C12R2001/225, CO7K1/14, CO7K1/34
CPC : C12N1/20, C12N1/205, C12N1/26, C12R2001/225, CO7K14/335, CO7K1/14, CO7K1/34,
A23Y2220/00

Plateformes et bases de données électroniques de recherche :
EPOQUENET, WPI, ScienceDirect, IEEE, ORBIT

Catégorie*

Documents cités avec, le cas échéant, I'indication des
passages pertinents

N° des
revendications
visées

BRAHIMI Samira : « Isolement et caractérisation
biotechnologiques des bactéries lactiques isolées a partir des
margines d’olives « AMOREDJ » fermentés ».

30-06-2015

Université D’Oran 1 Ahmed Ben Bella, Faculté des sciences,
Département de biologie, Laboratoire de microbiologie
appliqué,

Page 99-105 et 145

Mémoire de Magister
https://theses.univ-orani.dz/document/TH4557. pdf

1-9

Jordane Jasniewski : « Etude des mécanismes d’action de
bactériocines de la sous classe lla. Autre ».

Institut National Polytechnique de Lorraine, 2008. Francais.
fINNT : 2008INPL100ON(f. fftel-01753062f

HAL Id: tel-01753062
https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01753062

1-9

TNSNO02034A1 ; ECOLE SUPERIEURE DES IND
ALIMENTAIRES DE TUNIS [TN] ; 2004-03-05

1-9

*Catégories spéciales de documents cités :
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-« X » document particulierement pertinent ; I'invention revendiquée ne peut étre considérée comme nouvelle ou comme impliquant une activité
inventive par rapport au document considéré isolément

-« Y » document particuliérement pertinent ; l'invention revendiquée ne peut étre considérée comme impliquant une activité inventive lorsque le
document est associé a un ou plusieurs autres documents de méme nature, cette combinaison étant évidente pour une personne du métier

-« A » document définissant I'état général de la technique, non considéré comme particulierement pertinent

-« P » documents intercalaires ; Les documents dont la date de publication est située entre la date de dépét de la demande examinée et la date
de priorité revendiquée ou la priorité la plus ancienne sl y en a plusieurs

-« E » Eventuelles demandes de brevet interférentes. Tout document de brevet ayant une date de dépdt ou de priorité antérieure a la date de
dépét de la demande faisant l'objet de la recherche (et non a la date de priorité), mais publié postérieurement a cette date et dont le contenu
constituerait un état de la technique pertinent pour la nouveauté

Partie 3 : Opinion sur la brevetabilité

Cadre 7 : Déclaration motivée quant a la Nouveauté, I’Activité Inventive et PApplication Industrielle

Nouveauté Revend!cat!ons 1-9 Oui
Revendications aucune Non
Activité inventive Revendications aucune Oui
Revendications 1-9 Non
Application Industrielle Revendications 1-9 Oui
Revendications aucune Non

Il est fait référence aux documents suivants. Les numéros d'ordre qui leur sont attribués ci-aprés seront
utilisés dans toute la suite de la procédure

BRAHIMI Samira : « Isolement et caractérisation biotechnologiques des bactéries lactiques
isolées a partir des margines d’olives « AMOREDJ » fermentés ».

D2 : Jordane Jasniewski : « Etude des mécanismes d’action de bactériocines de la sous classe lla »
1. Nouveauté

Aucun des documents cités ci-dessus ne divulgue l'ensemble des caractéristiques
techniques faisant I'objet des revendications 1-9. Par conséquent I'objet de celles-ci est
nouveau au sens de l'article 26 de la loi 17-97 telle que modifiée et complétée par la loi 23-
13.

2. Activité inventive

Le document D1 est considéré comme étant I'état de la technique le plus proche a I'objet de
la présente demande. |l divulgue un procédé de culture des lactobacetries dans la margine
d’olive et I'intérét de celui-ci.

L’objet de la premiére revendication differe de D1 par I'étape d’extraction des bactériocines.

Le probléme technique lié a cette différence est alors considéré comme lisolement des
bactériocines a partir d'une culture bactérienne lactique dans la margine d’olive

Le document D2 divulgue un procédé d’extraction de bactériocine par des agents chimiques
et que l'extraction des bactériocines par traitement chimique est essentielle pour éviter les
impuretés. Alors, la solution proposée par la présente invention, l'utilisation d’'une étape de
filtration comme technique de séparation moléculaire par diamétre, est une alternative
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évidente qui fait partie des pratiques courantes de 'homme du métier tant qu'aucun effet
inventif lié a la pureté de I'extrait n'a été démontré.

Par conséquent, I'objet des revendications 1-9 n'implique pas d’activité inventive au sens de
Iarticle 28 de la loi 17-97 telle que modifiée et complétée par la loi 23-13.

3. Application industrielle
L’objet de la présente invention est susceptible d’application industrielle au sens de l'article

29 de la loi 17-97 telle que modifiee et complétée par la loi 23-13, parce qu’il présente une
utilité déterminée, probante et crédible.
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