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Introduction :

Les tannins sont des substances naturelles polyphenoliques produites lors du métabolisme
secondaire de différents organismes : plantes, algues, microorganismes, mais les principaux
producteurs demeurent les végétaux.

Quand ils sont présents dans notre alimentation, ils donnent une multitudes d'effets
bénéfiques, car effectivement ils sont considéres comme étant des agents antiinflamatoires,
antioxydants, anticancéreux et antiseptiques. Ceci permet leur utilisation dans différentes
industries notamment thérapeutique, pharmacologique, cosmétologique et agroalimentaire.

Les tannins condensés sont capables de se lier a différentes molécules : protéines,
minéraux, saccharides... et ce par des liaisons covalentes non biodégradables. Ce qui empéche
l'assimilation de ces composés par le corps et produit de nombreux dégits notamment des
malnutritions dues a l'indisponibilité des enzymes digestives et des autres molécules nutritives.

L'inhibition de ces enzymes cause un trouble de l'activité du tube digestif et diminue la
valeur nutritive des aliments ingérés qui ne pourront plus assimilés.

Camellia sinensis (thé) est fréquemment utilisée pour différents usages alimentaires,
thérapeutiques et cosmétologiques et cette grace a l'importance de principaux principes actifs
qu'elle contient.

L'objectif de ce travail est l'extraction des tannins condensés a partir de feuilles seéches de
Camellia sinensis et la recherche des moisissures, du sol principalement, qui soient capables de
les dégrades en produisant une tannin-acyl-hydrolase communément appelée "tannase".

Le but étant de sélectionner les especes capables de dégrader les tannins condensés aussi
bien des tannins hydrolysables.
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Partie Bibliographique :
I. LES POLYPHENOLS :

I.1. Définition :

Le terme « polyphénols » est fréquemment utilisé dans le langage courant et méme dans
des articles scientifiques ou de vulgarisation pour désigner l'ensemble des composés phénoliques
des végétaux (JEAN et al, 2005).

Les composés phénoliques, également dénommés polyphénols sont des molécules
spécifiques treés largement répandus dans les plantes, depuis les racines jusqu'aux fruits
(BAHORUN, 1997).

Ces composés sont formés de deux voies synthétiques principales : la voie Shikimate et
Acétate Malonate ; et forment le groupe des composés phytochimiques le plus important des
plantes.

L'élément structural de base de ces structures est un noyau benzoique auquel sont
directement liés un ou plusieurs groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction
chimique (éther, méthylique, ester...) (BRUNETON, 1993).

I.2. Les principales classes des polyphénols :

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances chimiques
comprenant au moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus
d'autres constituants (BRUNETON, 1993).

IIs forment une immense famille de plus de 8000 composés, il existe plusieurs
classifications des composés phénoliques (BAHORUN, 1997). Les plus importants sont : les
acides phénols, les flavonoides et les tannins (BRUNETON, 1993).

1.2.1. Les acides phénols :

Ont une fonction acide et plusieurs fonctions phénols. Ils sont incolores et plutdt rares dans
la nature (HASLAM, 1998).

Les acides phénoliques sont contenus dans un certains nombre de plantes agricoles et
médicales, ces composés sont largement distribués dans les fruits, les tiges et les feuilles des
légumes. Comme exemple : le thé vert et le vin rouge sont trés riches en ces composés
(BRUNETON, 1993). La pratique courante en phytochimie consiste a réserver le terme d'acide
phénols aux dérivés de l'acide benzoique et de 1'acide cinnamique (HASLAM, 1998).

* Les acides phénoliques dérivés de 1'acide benzoique : acides hydroxybenzoiques :

Sont dérivés de l'acide benzoique par hydroxylation et ont une formule de base de type C¢-
Ci (JEAN et al, 2005).

Les acides benzoiques sont formés d'un squelette a sept atomes de carbones. Ils sont
principalement représentés par les acides : p-hydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique,
cyringique... (BAHORUN, 1997). Ces derniers sont trés répandus chez les Gymnospermes et les
Angiospermes sous forme d'esters ou de glucosides (JEAN et al, 2005) (figure : 01).

COOE COCH COOE
OCH, OH OE
Acide D i OH g
Acide Denzoique Acide vanillique Acide galligque

Figure 01 : La structure biochimique de quelques acides benzoiques (HASLAM, 1998)
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* Les acides phénoliques dérivés de I'acide cinnamique : acides hydroxycinnamiques :

Représentent une classe trés importante dont la structure de base est de type Cs-Cs. Ces
acides sont rarement présents a 1'état libre et sont généralement combinés a d'autres molécules
organiques (JEAN et al, 2005).

Les composés les plus importants sont l'acide p-coumarique, l'acide caféique, 1'acide
fertarique et 1'acide sinaptique (BAHORUN, 1997). L'ensemble est souvent désigné par le terme
commun de phénylpropanoides (JEAN et al, 2005).

Les hydroxyles phénoliques OH de ces composés peuvent aussi étre méthylés (-O-CHj3)
(JEAN et al, 2005) (figure : 02).

3= W gy — 3
CH=CH=COOE CE=CH-COOH CH=CH-COOH
H E,CO
. , . OH OH
Acide cinnamigue Acide caféique e —

Figure 02 : La structure biochimique de quelques acides cinnamique (HASLAM, 1998)
1.2.2. Les flavonoides :

1.2.2.1. Définition :

Du latin flavus = Jaune, sont des substances généralement colorés répandues chez les
végétaux.

Les flavonoides ont été découverts par Albert Szent-Gyogyi en 1936. Ce sont des
métabolites secondaires des plantes, présents dans différentes parties des végétaux supérieurs :
racines, tiges, feuilles, fleurs... (MARFAK, 2003).

Ils ont des couleurs allant au jaune d'or. Ces composés existent sous forme libre dite
« aglycone » ou sous forme glycosylée dite « glucoside » ou « hétéroside » (HEIM et al.2002).
Ils ne sont produits que par les végétaux (JOVANOVIC et al. 1998).

1.2.2.2. Localisation :

Les formes hétérosidiques qui sont hydrosolubles s'accumulent dans les vacuoles et selon
les espéces se concentrent dans 1'épiderme des feuilles ou se repartissent entre 1'épiderme et le
mésophile (mais ces deux tissus peuvent accumuler spécifiquement des structures différentes,
comme cela a été démontré chez certaines céréales). Dans le cas des fleurs, elles sont
concentrées dans les cellules épidermiques (BRUNETON, 1993).

Lorsque les flavonoides sont présents dans la cuticule foliaire, il s'agit presque toujours de

génines libres dont la lipophile est accrue par la méthylation partielle ou des groupes hydroxyle
(BRUNETON, 1993).

1.2.2.3. Structure et classification :

Structuralement, les flavonoides ont un squelette de base commun constitué de 15 atomes
de carbone, de deux unités aromatiques, de cycle en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3
(FIORUCCI, 2006). Le pont a 3 carbones entre les deux phényles formes généralement un
troisiéme cycle pyrone (figure 03).



Figure 03 : Structure générale des flavonoides (HEIM et al, 2002)

On peut distinguer notamment dans les flavonoides :

1.2.2.3.1. Les flavanones : Dérivés aussi 2,3-dihydrogénés, ces composés ne comportent
pas des groupements OH en position 3. IIs ont une double liaison de moins que les flavones dans
leur hétérocycle (RICHTER, 1993) (figure 04).

Figure 04: Squelette des flavanons (FIORUCCI, 2006)

1.2.2.3.2. Les flavones : Une flavone, sous forme de composé libre, entre dans la
composition de la substance farineuse produite par la primevére (prinala farinosa), le cycle A de
cet molécule est substitué par deux hydroxyles phénoliqueen C5 et en C7 (RICHTER, 1993)
(figure 05).

Figure 05 : Squelette des flavons (FIORUCCI, 2006)

1.2.2.3.3. Les flavonols : Réputé les antioxydants les plus efficaces des flavonoides, trés
nombreux, appelés aussi hydroxy-3flavone, sont largement répondus et incolores, caractérisés
par la présence d'un groupement hydroxyle en position 3.

Le kaempférol et la quecétine en sont des représentants principaux, sous forme d'aglycones
(RICHTER, 1993) (figure 06).

3
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Figure 06 : Squelette des flavonols (Fiorucci, 2006)



1.2.2.3.4. Les anthocyanidols :

Du gréc anthos = fleur et kaunos = bleu violet, « anthocyanes » est un terme général qui
regroupe les anthocyanidols et leurs dérivés glycolysés. Ces composés sont des pigments qui
colorent les plantes en bleu rouge, mauve, rose ou orange (leur présence dans les plantes est
détectable a I'eeil nu) (BRUNETON, 1993).

Elles sont localisées dans les vacuoles des cellules épidermiques, qui sont de véritables

poches remplies d'eau. Leur structure est caractérisée par un noyau « flavon » généralement
glucosylé en position C3 (RICHTER, 1993) (figure 07).

Figure 07 : Squelette des anthocyanodols (FIORUCCI, 2006)

1.2.3. Les tannins (ou tanins) :

D’un point de vue biochimique, une premiére définition a été proposée par Bate- Smith
(1973) : « des composés phénoliques hydrosolubles ayant un poids moléculaire (PM) compris
entre 500 et 3 000 Da qui présentent, a coté des réactions classiques des phénols, la propriété de
précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines ».

Méme si cette définition reste valable, elle a été complétée grace aux méthodes d’analyse
récentes qui ont permis d’éclairer la structure de ces polyphénols. Ainsi, les tannins sont
désormais définis comme des polyphénols de masse moléculaire allant jusqu’a 20 000 Da
(HASLAM, 1989; HAGERMAN, 2002).

En 1920, Freudenberg établit la classification des tannins la plus largement acceptée
(SALUNKHE et al, 1990). On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, deux
groupes de tannins différent par leur structure aussi bien que par leur origine biologique : les
tannins hydrolysables et les tannions condensés (BRUNETON, 1993).

1.2.3.1. Les tannins condensés (TCs) ou proanthocyanidines : qui sont des composés
phénoliques hétérogenes. Ils se trouvent sous forme d'oligoméres ou polymeéres de flavanes,
flavan-3-ol, 5desoxy3-flavonol et flavan-3,4diols.

Ces polymeres ont une structure hérissée d'OH phénoliques capables de former des liaisons
stables avec les protéines (SEIGLER. 1998).

1.2.3.2. Les tannins hydrolysables (THs) : Composés de sucre et d'acide phénol. Les
tannins hydrolysables (THs) sont des esters de glucides (en général du glucose) ou d'acide
phénols, qui sont soit :

*D'acide gallique, ou parle alors de tannins gallique.

*D'acide éllagique, qui est un dimére de l'acide gallique, on parle alors de tannins
ellagiques (GHESTEM et al, 2001).

Dans les deux cas, la fraction osidique est estérifiée par plusieurs molécules d'acide
gallique ou d'acide €llagique. Ces tannins en raison de moins (en fonction de leur poids
moléculaire) dans I'eau, en formant des solutions colloidales.

Les tannins hydrolysables doivent leur nom a leur capacité de libérer sous hydrolyse acide
l'acide gallique ou l'acide éllagique. Ils sont produits par des arbres et plantes comme le sumac,
l'acacia, le chéne, le chataignier ou le terminalia (MUELLER-HARVEY, 2001)

Les tannins hydrolysables sont constitués d'un noyau central -le glucose- et de chaines
latérales (en position 1, 2, 3, 4 ou 6 sur le glucose) comprenant 1 & n monomere(s) d'acide
phénol. Des liaisons carbone a carbone entre noyaux (liaisons biphényle réalisées par couplage
oxydatif), conduisent a des molécules ramassées plus rigides de solubilit¢ diminuée dites les
tanins ellagiques (GUIGNARD, 1996) (figure 08).
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Figure 08 : La structure biochimique de quelques tannins hydrolysables (SEIGLER, 1998)

1.3. La biosynthése des polyphénols :

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies d'aromagenese :

* La voie la plus courante est celle qui, via le Shikimate (I'acide shikimique), conduit des
oses aux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis, par désamination de ces
derniers, aux acides cinnamiques et a leurs trés nombreux dérivés : acides benzoiques,
acétophénones, coumarines... (BRUNETON, 1993) (figure 09).



Phosphoénol Pyruvate Dérivés des acides
Erythrose 4-Phosphate hydroxycinnamiques
\ {(p-coumaroylglucose,
acide chlorogénique,
PROTEINES) ; ;
\ Vol d¢ Pacide ( acide féruloviquinique..)
shikimique T
. s PHENYLALANINE
Acide chorismique | s i ccdpn TYROSINE
PHENYLPROPANOIDES:
i
ACIDES DE LA SERIE ACIDES HYDROXYCINNAMIQUES
BENZOIQUE (cournarique, caféique, férulique, sinapique)
(p-hydroxybenzoigue, et leurs ESTERS
salicylique, galligue,....) ol e A (CoA) \ .
-~ . Monslignols
; (alcools p-coumarylique,
CeC3) coniférylique et sinapylique
3 nualony! Cod :
TANNINS Brlq) :
hydrotysables \‘ @ eroxydases
LIGNINES
<oz (4 CoA £3 00
COUMARINES
(coumarines simples, >
furanocoumarines, STILBENES FLAVONOIDES en C 15 (C6-C3-Co):
coumarines prénylées) {resvérarol) chalcones flavanones, flavonols, anthocyanes,
flavanes...
TANNINS condensés
ISOFLAVONOIDES

Figure 10 : les grandes lignes de la biosynthése des polyphénols (JEAN et al, 2005)

I.4. Role des polyphénols chez les plantes :

L'intégration du métabolisme phénolique dans le programme général du développement
d'un organe végétal pose en elle-méme la question d'un role éventuel de ces substances.

Des travaux plus anciens ont monté que les phénols seraient associés a de nombreux
processus physiologiques: croissance cellulaires, différenciation, organogenese, dormance des
bourgeons, floraison et tubérisation (GUIGNARD, 1996).

Les flavonoides sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des
feuilles. Ils sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules
épidermiques de feuilles, ils sont susceptibles d'assurer la protection des tissus contre les effets
nocifs des rayonnements UV (MARFAK, 2003).

Les pigments responsables de la coloration des fleurs représentent des signaux visuels qui
attirent des animaux pollinisateurs. La plus part de ces pigments sont des anthocyanes, des
aurones et des chalcones. D'autres polyphénols incolores tels que des flavonols et flavanones
interagissent avec des anthocyanes pour altérer, par co-pigmentation, la couleur des fleurs et des
fruits (MARFAK, 2003).

La capacité d'une espéce végétale a résister a l'attaque des insectes et des microorganismes
est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques. Des chercheurs s'intéressent de
plus en plus a l'identification des principes actifs dans les extraits avec 1'étude complémentaire
intensive de leur mécanisme d'action (DAAYF et al, 2003).
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I1. LES TANNINS :

I1.1. Définition :

Les tannins sont connus et utilisés depuis de longues générations. Au moyen age, pour la
préparation du cuire (tannerie), on l'extrayait d'écorce de chéne qu'on broyait dans des moulins a
tan.

La premiére description chimique des tannins végétaux est redevable au chimiste allemand
Emil Firker (1852-1919) dans les premiéres décennies du XX°® siécle (SEIGLER. 1998).

L'origine de mot "tanin" ou "tannins" issu du radical gaulois Tan (chéne), le mot tan
désigne l'écorce de chéne moulue utilisée pour le tannage végétal (BATE-SMITH, 1965). En
premiére approximation, on peut considérer que les tannins sont des formes phénoliques
condensées capables de se lier aux protéines en solution et de les précipiter (JEAN et al, 2005).

Les tannins (ou tanins) sont des substances naturelles phénoliques qui peuvent précipiter
les protéines, les alcaloides et la gélatine a partir de leurs solutions aqueuses. Ce sont des
métabolites secondaires des plantes c’est a dire des substances non-essentielles pour la
croissance de la plante, leur conférant une protection contre les prédateurs (herbivores et
insectes). Sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreux végétaux tels que les écorces
d'arbres, les feuilles de thé et les fruits (raisin, café, cacoa...) (SEIGLER. 1998).

I1.2. Localisation des tannins :

Les tannins sont des substances d'origine organique qu'on trouve dans quasiment
'ensemble des végétaux, et dans toutes leur parties (écorces, racines, feuilles, fruits, fleurs...),
caractérisés par leur astringence.

Les plantes riches en tannins se repartissent au sein de nombreuses familles botaniques de
dicotylédones, parmi lesquelles, on peut citer:

* Les Leguminosae: Acacia sp. (Robinier), Sesbania sp.Lotus sp. (Trefle) Onobrichis sp.
(Sainfoin).

* Les Anacardiaceae : Scinopsis balansae (quebracho).

*Les Combretaceae : Terminalia chebula (myrobalan).

*Les Rhizophoraceae : Rhizophora mangle (manglier).

*Les Myrtaceae : Eucalyptus sp, Mirtus sp (myrte).

*Les Myristicaceae : Myristica fragrans (muscadier).

*Les Polinaceae : Rumex hymenosepalus (HASLAM, 1989).

La localisation des tannins différe selon les organes. Ils sont majoritairement stockés dans
les tissus épidermiques et sub-épidermiques, mais peuvent étre aussi présents dans le péricarpe
des fruits et des racines.

En générale, les plus fortes concentrations sont mesurées dans les fruits, les fleurs et les
feuilles (SEIGLER, 1998).

I1.3. Les tannins condensés responsables de ’activité antinutritionnelle :

I1.3.1. Définition :

Les tannins condensés (TCs), aussi appelés tannins catéchiques ou proanthocyanidols, sont
a base de phénols, d'autre sont des mélanges d'asters, de glucose ou d'autre sucres. Ces tannins
sont des oligomeres de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone de type 4---
-8 ou 4----6 qui ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide a chaud par rupture de
la liaison inter monomérique (HEMINGWAY, 1992).

Les TCs sont des polyphénols faisant partie des métabolites secondaires, substances
d'origines exclusivement végétale, définies comme physiologiquement non essentielles.

Contrairement aux tannins hydrolysables, ils sont résistants a 1'hydrolyse et seules des
attaques chimiques forte permettent de les dégrader (JEAN et al, 2005) forme a I'ébullition des
composés insolubles appelés phlobaphénes ou rouge de tannins de ce fait ils ne sont pas
assimilés par l'intestin et peuvent précipiter les protéines qui seraient moins hydrolysables
(GUIGNARD, 1996) (figure 11).
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Figure 11: Structure chimique d'unité monomérique constitutive des TC (HASLAM, 1998).

I1.3.2. Structure :

La structure complexe des (TCs) est formée d'unités répétitives monomériques qui varient
par leur centre asymétrique et leur degré d'oxydation. Les formes naturelles monomériques des
flavan-3-ols se différencient par la stéréochimie des carbones asymétrique C2 et C3 et par le
niveau d'hydrolysat ion du noyau B (HEMINGWAY, 1992).

L'enchainement des différents unités constitutives se fait soit de maniére linéaire grace a
des liaisons C-C, soit par des ramifications grace a des liaisons C-O-C conduisant a des

structures de plus en plus complexes qui restent cependant solubles dans l'eau des vacuoles
(JEAN et al, 2005) (figure 12).
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Figure 12 : La structure biochimique de quelques tannins condensés (SEIGLER, 1998)

11.3.3. Localisation :

De maniere générale les Tannins condensés sont surtout stockés dans des vacuoles
intracellulaires sous forme libre et, en proportion variable, liée aux fibres des parois cellulaires

ou aux protéines cellulaires (MUELLER-HARVEY, 2001).

I1.3.4. La biosynthese :

Chimiquement, la formation des TCs implique des flavan-3,4-diols qui sont des molécules
trés réactives. Ces flavan-3,4-diols donnent des carbonations qui réagissent sur les carbones

nucléophiles en position 8 ou 6 d’un flavan-3-ol.

Biogénétiquement, les flavan-3-ols et les TCs sont issus de la voie métabolique du

phénylpropanoide, qui conduit également a la synthese des flavonoides.

Néanmoins, bien que la voie de biosynthese des flavonoides soit bien connue, les étapes de

condensation et de polymérisation des TCs restent mal définies.
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Les précurseurs de la synthése des flavonoides sont la phénylalanine et I’acétate. Les
premiéres étapes de la synthése des flavan-3-ols seraient communes a celles des anthocyanes et
auraient lieu dans le cytoplasme alors que la maturation et la polymérisation des TCs aurait lieu
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Figure 13 : Etape de biosynthése des tannins condensés (BRUNETON, 1999).
I1.4. Intéréts thérapeutiques des tannins :

I1.4.1. Activité anti-oxydante :

De nombreux tannins présentent des propriétés anti-oxydantes par le piégeage des
radicaux libres ou encore par I’inactivation des ions pro-oxydants (BRUNETON, 1999).

Gréce a leurs fonctions phénoliques, qui ont un fort caractére nucléophile, les tannins sont
d’excellents piégeurs de radicaux libres. Les radicaux libres, tels le fer et le cuivre sous forme
libre, sont des especes chimiques instables et tres réactives. Ils s’attaquent a I’ADN et perturbent
le processus de réplication, induisant des mutations cancérigénes. Ainsi, des activités
antimutageénes et anticancéreuses ont €té attribuées a certains tannins en raison de leur propriété
anti-oxydante (RICHELLE, 2001).

I1.4.2. Propriétés astringente et cicatrisante :

Appliqués sur les muqueuses et la peau les tannins condensés permettent une sorte de
tannage. Il s'y ajoute une action vasoconstrictrice sur les petits vaisseaux; ce qui compléte
I’activité. Cette propriété explique leur emploi dans les hémorroides et les blessures
superficielles (LUCY-ANNAKUKSTAS, 1998).
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I1.4.3.Propriété anti-inflammatoire :

Les tannins oligomeéres flavanoliques ont une activité antiélastase (extrait du pancréas du
porc) ; ceci entraine une diminution de la libération des peptides vaso-actifs et une diminution
par conséquent de la libération des prostaglandines inductrices de l'élastase et des autres
protéases. Ils diminuent le taux de cholestérols et préviendraient l'athéromatose (SEIGLER,
1998).

I1.4.4. Propriétés antidiarrhéques :

IIs influencent la perméabilit¢ de la muqueuse intestinale. En effet, les tannins ont la
capacité de récupérer les électrolytes et les I’eau excrétés lors des diarrhées (BRUNETON,
1993).

I1.4.5. Propriété antiseptique :

Dans les infections pulmonaires ils agissent grace a une action inhibitrice sur la croissance
des bactéries, champignons et des virus impliqués, notamment Vibrio cholera, Salmonella typhi
et S.typhirium, Aspergillus fumigatus, rotavirus et enterovirus (PIERRE NYABYENDA, 2006).

IL.S. Intérét cosmétologique des tannins :

La résultante de tannage est I'établissement de liaisons entre les fibres de collagéne de la
peau ce qui confere a cette derniére une résistance a l'eau, a la chaleur, a l'abrasion. Cette
aptitude des tannins a se combiner aux macromolécules explique qu'ils précipitent la cellulose,
les pectines, les protéines ; elle explique également leur astringence, cette dpreté caractéristique:
en précipitant les glycoprotéines que contient la salive, les tannins font perdre a celle-ci son
pouvoir lubrifiant (BRUNETON, 1993).

La combinaison entre les tannins et les macromolécules s'établit par l'intermédiaire
d'interaction hydrogéne entre les groupements phénoliques des tannins et les protéines et autre
polymeéres.

D'autres types de liaisons (irréversibles) doivent également intervenir pour assurer la
stabilité dans le temps de la combinaison entre les tannins et les substances du collagéne (liaison
covalentes) (BRUNETON, 1993).

I11.6. Effets antinutritionnels des tannins :

Les tannins ont une grande capacité a se lier a d’autres molécules présentes dans
I’alimentation : polysaccharides, pectines, xyloglucon, amidon, cellulose (LE BOUVERLLEC
2005)...... minéraux (fer, argent (CHAPLIN 1985), vitamines, alcaloides.... (MITJAYILA 1980)
mais surtout aux protéines. (ZIMMER 1996, MERGHEM 1996).

Plusieurs études in vitro ont été menées sur cette action. Principalement par la diffusion
radiale (HAGERMAN, 1987) qui a démontré que les proanthocyanidines naturels ainsi
qu’industriels (comme le quebracho) se liaient aux différents composés protéiques et
glucidiques.

Les tannins sont capables de se lier aux enzymes digestives et de les inhiber. Plusieurs de
ces polyphénols ont une action sur 1 ’a-amylase (KANDRA, 2004), 1 ’a-glucosidase, les
protéases, la trypsine et les hémagglutinines (GILANI, 2005).

L’inhibition de ces enzymes cause un trouble de 1’activité du tube digestif et diminue la
valeur nutritive des aliments ingérés qui ne pourront pas étre assimilés (ONUAA, 1995).

Il a été démontré que la liaison des protéines aux tannins dans le rumen cause une
diminution de la dégradation et de 1’assimilation de ces protéines ce qui cause une perte de la
valeur nutritive des aliments et provoque une malnutrition. A long terme, la grande teneur en
tannins de I’alimentation cause chez les ruminants une perturbation de la microflore du rumen (et
donc de son activité), une limitation de 1’absorption du nitrogéne, une diminution de 1’ingestion
et méme une toxicité.

Les effets antinutritionnels ont été observés aussi chez les rats, les poussins et le bétail. En
effet, on a remarqué qu’une alimentation a teneur élevée en tannins a un effet négatif sur la
digestibilité des protéines et des hydrates de carbone, et réduit la croissance, 1 ’efficacité de
1’alimentation, 1 *énergie métabolisable et la disponibilité biologique des acides aminés.
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Chez certains animaux, la présence de microorganismes gastrointestinaux ayant une
capacité a dégrader les tannins limite ces effets néfastes (c'est le cas de: Streptococcus
gallolytians, Lonepinella koalarum, Selemomona ruminantium) (ZIMMER 1996, GOEL 2005).
En réalité, ces microorganismes posseédent une enzyme dite: tannase (GILANI et al. 2005).

I1.7. Mécanisme de détannification biologiques :

Une autre approche de détannification consiste en la biodégradation des tannins par des
moisissures, telles que : Sporotricum pulverulentum, Ceriporiopsis subvermispora et Cyathus
steroreus. Une fermentation de dix jours des feuilles de chéne par S. pulverulentum diminue le
taux des phénols totaux et des tannins condensés par 58 % et 66 %, respectivement, alors que la
capacité de précipitation des protéines diminue par 65 %. L'utilisation des autres moisissures : C.
subvermispora et C. steroreus mene a une dégradation substantielle des tannins condensés (56-
65 %), présents dans les feuilles de Sericea lespedeza en une durée de trois semaines.
C.subvermispora montre une plus grande efficacité d’élimination des tannins condensés
comparativement a C. steroreus. Ces moisissures augmentent par trois la digestibilité in vitro des
feuilles de C. lespedeza (20-60 %) (MAKKAR, 2003).

La tannification est un moyen qui pourrait étre trés intéressant afin de limiter l'effet
antinutritionnel causé par les tannins condensés. En réalité I'utilisation des moisissures vise
principalement l'activité enzymatique de la tannase. D'ou 1'intérét de produire, caractériser cette
enzyme et faciliter son intégration dans les différentes industries, et principalement l'industrie
alimentaire.

Cette nouvelle approche exige des études supplémentaires afin d'exploiter pleinement les
possibilités de son application dans le monde de I'industrie (MAKKAR, 2003).

Quelques moisissures sont aussi reconnues comme productrices de la tannase surtout les
especes appartenant aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium (BAJPAI et PATIL, 1996).

I1.8. Critéres d’identification des moisissures :

L’observation microscopique des moisissures isolées a permis de déterminer les structures
caractéristiques de chacune, et ce dans le but de les identifier.

Parmi les critéres de différenciation recherchés, nous pouvions citer :

e La présence des rhizoides et des sporanges dressés sur des stolons qui est une
caractéristique des Mucorales.

e Des spores en chainettes treés longues formées par fragmentation du mycélium suggérant
un Geotrichum ou une Wallemia.

e Phialides et conidies elliptiques assemblées dans des structures proches des pénicilles ; et
présence de chlamydospores ce qui caractérisait les espéces de Peacilomyces.

e Pénicilles: selon qu’ils soient mono, bi, tri, ou quadri-verticillés, symétriques ou
asymétriques, avec des conidies en courtes ou longues chainettes, ils représentent des
caractéristiques primordiales pour la différenciation entre les espéces du genre Penicillium.

e Ramoconidies : de forme elliptique ou autre, uni ou bicellulaires allant jusqu'a
quadricellulaires sont un criteére important pour identifier les Cladosporium.

e Fragmentation du mycélium : donnant ainsi des arthrospores séparées ou disposées en
courtes chainettes. Selon leur forme et leur disposition, nous pouvons déterminer les espéces des
genres Geotrichum, Wallemia et Sporendonema.

e Conidies avec deux cloisons positionnées au bout du conidiophore pouvant indiquer des
Drechslera.

e Dictyospores : en chainettes et avec des cloisons transversales et longitudinales ceci qui
caractérise les especes du genre Alternaria.

e Les conidies fusiformes : caractéristique déterminante pour identifier le genre Fusarium.



Il est important aussi de signaler que 1’aspect macroscopique des moisissures sur les
différents milieux sélectionnés permet de différencier les especes et de confirmer I’identification
microscopique dans certains cas.

I1.9. Généralités sur la tannase :

La tannase ou tannin-acyl-hydrolase (EC3.1.1.20), est une enzyme permettant la
dégradation des tannins, qu'ils soient condensés ou hydrolysables.

Elle est optimale a 40 °C, pH=6 et aprés 15 minutes d’incubation. Les ions métalliques
comme le Zn, Mn, Cu, Mg, Fe inhibent son activité, seul le K 1’augmente.

Elle est efficace sur un large intervalle de température et de pH ce qui permet son
utilisation dans plusieurs processus industriels (SABU 2004).

La tannase n’est produite que par un nombre restreint de micoorganismes (bactéries :
Lactobacilus, Selmonella, Citrobacter..., moisissures : Aspergillus, Penicillium, Fusarium...,
levures : Saccharomyces cerevisiae, candida...). Plusieurs travaux portent sur sa production et sa
purification afin de pouvoir I’utiliser dans le domaine alimentaire. C’est dans cet objectif que les
moisissures, €tant trés disponibles et faciles a cultiver, sont utilisées (SABU, 2004,
MAKAPATRA, 2005, PINTO et al, 2001).

Les aspergilles sont considérées comme étant les meilleurs producteurs de tannase
(ALBERTSE 2002).

I1.10. Intérét de la tannase :

Cette enzyme est produite par des usines et les microorganismes et elle est utilisée
industriellement comme catalyseur dans la fabrication de l'acide gallique. En outre, elle est
employée potentiellement dans la transformation de boissons et des produits alimentaires
(BELMARES et al, 2004)

Elle est utilisée aussi comme agent clarifiant dans les jus de fruits et de thé instantané lors
de la préparation et la production d'action gallique (clé antioxydant) (BOADI et NEUFELD,
2001). Comme exemple l'enzyme excreéte de Aspergillus niger a un usage potentiel dans
l'industrie de la nourriture, et plus exactement pour 1’éclaircissement de la biére et jus du fruit
(SHARMA et al, 1999).

En outre il est possible d'utiliser la tannase produites par différents mycétes en utilisant
directement la biomasse riche en ellagitannins. Ceci facilite l'application des enzymes
dégradantes des tannins dans les différents protocoles et d’améliorer les productions industrielles
et animale. En raison des structures compliquées des tannins et particuli¢rement des TCs, leur
biodégradation devient beaucoup plus difficile. Par conséquent, la recherche sur les mécanismes
de la biodégradation des gallotannins et d'ellagitannins peut avoir comme conséquence la
résolution du probléme lié a la biodégradation des TCs (LEKHA et LONSANE, 1994)

La biodégradation des tannins est une étape naissante ; d'autres études doivent étre
effectuées pour exploiter le potentiel des diverses tannases et permettre leurs applications dans le
traitement d'effluent de nourriture, de fourage de médcine et de tannierie (BHAT et al, 1997).
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I11.3. Effets et usages médicinaux :

Les effets astringents du thé le rendent efficace dans les infections digestives car il retend
les muqueuses intestinales. Une infusion forte de thé se boit pour calmer l'irritation des paupiéeres
et des piqures d'insectes les oedémes et les coups de soleil. En cas d'urgence, le thé est efficace
face aux briilures 1égéres. En médecine ayurvédique, on l'utilise pour ses vertus astringentes et
comme tonique nerveux (PAUL, 2007).

Fortement antioxydant du thé vert vient des polyphenols qui donnent a la feuille son action
potentielle dans la prévention du cancer. On pense que la grande consommation de thé vert en
chine et au japon est en partie responsable du faible nombre de cancers dans ces pays .les études
indiquent que le thé vert favorise la perte de poids, peut traiter ['hépatite et prévenir la formation
des caries (PAUL, 2007).
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Matériels et Méthodes :

| Matériels et produits chimiques :

Notre travail est réalisé au niveau de laboratoire de microbiologie de I’université de Jijel, le
principaux appareillages et produits utilisés sont :
- Plaque chauffante.

- Barreau magnétique.

- Agitateur.

- Bain-marie.

- pH métre.

- Autoclave.

- Gélose Sabouraud.

- Gélose Malt agar.

- Thé (Camellia sinensis)

- Acide Tannique.

- Eau distillée.

- Microscope.

- Spectrophotometre a UV-Visible.

- Rotavapor.

- Acétone.

- Ethanol.



IL.1. Extraction des tannins condensés :
La plante utilisée est Camellia sinensis (thé) connue pour étre riche en tannins condensés
(LUCY, 1998).

Classification de thé vert : Camellia sinensis :

Régne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Theales

Famille : Theaceae

Genre : Camellia

Espéce : Camellia sinensis (JEAN-PIERRE et al, 2002).

L'extraction se fait par la macération qui est basée sur l'utilisation de 1’acétone comme
solvant d’extraction : Dans un bécher, on dépose 65 mg des feuilles séches de thé vert (Camellia
inensis) finement broyées dans 750 ml d'acétone / H20 a 70 % sous l'agitation modérée pendant
une heure.

On filtre le solvant obtenu a travers du papier filtre dans un autre bécher de poids sec
connu, et on laisse jusqu'a I'évaporation totale du solvant.

On mesure le poids du bécher a nouveau, la différence entre les deux valeurs exprime le
poids des composés extraits (figure 15).
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I1.2. Isolement des moisissures :

Les moisissures étudiées sont isolées d'un sol de I'université de Jijel (autour des plantaisons
de sapin et rose) et d'autre part de la région de Kaous (autour des plante de thé). Ces endroits ont
été choisis car les plantes sélectionnées sont connues pour étre riches en tannins condensés
(HONG et al, 1994, SARANGOWA et al, 2010).

A l'aide d'une spatule stérile, on écarte la couche superficielle du sol pour éliminer
différents microorganismes de 1’air, puis on creuse au moins 2 cm de profondeur par l'extrémité
de la spatule et on préléve une quantité du sol qu’on met dans une boite de Pétri stérile. Cette
derniére ne s’ouvre qu’a proximité de la plante. Le prélévement se fait & partir de plusieurs
endroits (de 03 a 04) autour de la plante.

Au laboratoire, on pese 0.5 g du sol prélevé qu’on met dans un tube a essai et de on ajoute
9.5 ml d'eau distill¢ stérile pour 'obtention d'un solution mére a concentrationlg / 20 ml. On fait
agiter le tube a 1'aide d'un vortex.

D'autre part; les géloses ordinaires Sabouraud (Sab) et l'extrait de MALT agar (Ma) sont
déja coulés et solidifies dans deux boites de Pétri.

Apres, on ensemence les géloses par la solution du sol par étalement a l'aide d'une pipette
Pasteur stérile dans la zone stérile autour du bec bunsen.

Aussi, on réalise des prélévements de I’air aux mémes endroits en laissant d’autres boites
de Pétri grandes ouvertes a coté des plantes sélectionnées pendant 30 minutes. Ces derniéres
contiennent les mémes milieux de culture déja cités (DELARRAS, 2000).

Les boites sont ensuite fermées convenablement et laissées a la température ambiante
pendant 48 a 72 h selon la vitesse de croissance des mycéliums.

I1.3. Repiquage et identification des moisissures :

Apres I’apparition des mycéliums, on préléve un petit fragment des espéces apparues et on
les ensemence sur les mémes milieux de culture. Ces derniéres sont ensuite isolées par plusieurs
repiquages successifs par touche et laissés toujours a température ambiante.

L'identification des moisissures isolées ce fait par les méthodes traditionnelles
l'observation microscopique et I'évaluation de croissance et des différentes caractéristiques sur
les deux milieux Ma et Sab (BOTTON et al, 1990).

L’observation microscopique se fait par la méthode suivante :

A 1’aide d’un petit morceau de scotche on préleéve une partie de mycélium apparus et on le
met sur une lame déja étalée par une gouttelette d’eau stérile et on fait 1’observation
microscopique a la grandissement 40. On préfére la méthode de scotche a la méthode de
prélévement par la spatule pour conserver la structure des mycéliums.

I1.4. Sélection des moisissures capables de dégrader les tannins :

Aprés la caractérisation des mycéliums (couleur, diamétre, hauteur, exsudat ....), on fait le
repiquage par touche des espéces sur deux autres milieux : milieu acide tannique (milieu AT) qui
ne contient que 1’acide tannique comme source de carbone et le milieu tannins condensés (milieu
TC) lorsque ces derniers sont la source de carbone.

L’objectif ici étant de sélectionner les moisissures capables de dégrader les tannins
hydrolysables seulement et celles qui dégradent les deux types de tannins (hydolysables et
condensés) (figure 16).
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ILS. Préparation des milieux de culture :
ILS.1. Milieu AT (pour 1 litre) : (PINTO et al, 2001)

Tableau 01 : composants et leurs quantités de milieu Acide Tannique.

COMPOSE QUANTITE (g)
AT 10.0g
NaNo3 03.0g
KH2PO4 02.0g
Mg SO4 7TH20 0.5g
Kcl 0.50g
FeSO4 0.07g
Agar 30.0g

Dans un bécher de 1000 ml :

On mettre environ 200 ml d'eau distillée avec un barreau magnétique et on ajoute les
composés mesurés précédemment peu a peu sous faible agitation et sans chauffage. Apres
on compléte le volume jusqu’a 500 ml. Le pH de milieu est ajusté a 5.5 a l'aide d'un pH métre.
L’agitation se fait sous chauffage a 60°C pendant une heure (GEDIR et al, 2005).

Le milieu est ensuite versé dans deux flacons en verre de 250 ml et stérilisé a l'autoclave a
110°C pendant 20 min.

I1.5.2. Milieu TC (pour 1 litre) : (AKROUMet al, 2009)

Suivant la méme méthode, on prépare le deuxiéme milieu en utilisant cette fois ci les
tannins extraits de Camellia sinensis comme seule source de carbone a la place de I’acide
tannique.

Tableau 02 : composants et leurs quantités de milieu Tannins Condensés.

COMPOSE QUANTITE (g)
1C 10.0g
NaNo3 03.0g
KH2PO4 02.0g
Mg SO4 7TH20 0.5g
Kcl 0.50g
FeSO4 0.07g
Agar 30.0g

IL6. Confirmation que le milieu TC contient principalement des tannins condensés
extraits du thé :

L’objectif de cette étape est de déterminer, ou plus exactement de confirmer, la structure
moléculaire des composés présents dans notre échantillon.

Nous prenons une petite quantité de I’extrait acétonique (1 ml) dans un tube a essai, et nous
faisons une évaporation a I’air libre puis nous ajoutons 1 ml d’éthanol et nous obtenons alors une
solution brute éthanolique. A I’aide d’un spectrophotomeétre, nous lisons le spectre UV-Vis dans
un intervalle d’absorption allant de 200 a 350 nm.

En cas de pic est trés élevé, nous faisons les dilutions nécessaires.

Le spectre d’absorption UV-Vis des tannins condensés dans 1’éthanol présente un seul pic
caractéristique aux environs de 280 nm (MARKHAM, 1982) (figure 17).
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L. RESULTATS :
II1.1. Identification des moisissures :

Apres 72 H a la température ambiante, différentes moisissures ont donné croissance sur les
milieux Malt Agar et Sabouraud. Les mycéliums apparus différaient de taille, forme, couleur
...etc (Photos 03-06). Parmi eux, nous pouvions citer :
Mycélium beige, poudreuse, aplati de diamétre 1,5 cm.
Mycélium blanc cassé, beige au centre, tres aéré de diamétre 1,7 cm.
Mycélium de centre vert, marge blanc, floconneux de diamétre 1,0 cm.
Mycélium marron a vert, moyennement dense de diametre 2,5 cm.
Mycélium blanc, cotonneux, peu haut de diametre 2,0 cm.
Mycélium vert jaunatre, aplati, de structure velouteuse, au centre plus foncé que la
marge, de diametre 0,5 cm.
7. Mycélium blanc, floconneux, trés dense de diamétre 1,0 cm.
8. Mycélium vert foncé a marge blanche, floconneux, dense de diamétre 2,0 cm.
9. Mycélium vert gris, de structure dense de diametre 1,5 cm.
10. Mycélium jaunatre, cotonneux, floconneux de diametre 1.0 cm.
11. Mycélium olivacé, peu haut, dense de diametre compris entre 1,0 — 2,0 cm.
12. Mycélium blanc, dense, septé, de diameétre 0,7 cm.
13. Mycélium blanc, granulé de forte conidiogéneses noire de diamétre 2,0 cm.

B LD e

Photo 03 : Prélévement des moisissures

. - Photo 04 : Prélévement des moisissures
a partir du sol sur milieu MA.

a partir de I’air sur milieu MA.

Photo 05 : Prélévement des moisissuresa  Photo 06 : Prélévement des moisissures a
partir de 1’air sur milieu Sab. partir du sol sur milieu Sab.



Nos résultats concernant les deux types d’observations (macro et microscopique) sont
résumés dans le tableau 03.

Tableau 03 : Principales caractéristiques macroscopiques et microscopiques des moisissures

identifiées.
Numéro Caractéres
de macroscopiques Caractéres microscopiques Noms des moisissures
Pespeéce (aprés 06 jours)
La couleur de la structure est
hyaline, stolons non septés.
Mycélium de couleur | Présence des rhizoides, le
01 beige, aplati, recouvre | sporocyste est échinulé et de | Rhizomucor miehei
toute la boite de Pétri. forme globuleuses. Les conidies

Revers : beige.

sont trés grandes, lisses, de
formes arrondies, disposées le
long du sporophore (Schéma 01).

02

Mycélium de couleur
blanc cassé, ridulé avec
quelques septes radiales.
Centre vert citron clair.
Aspect poudreux et un
peu duveteux, diametre
2.3 cm.

Revers brun, ridulé,
foncé au centre, avec
septes radiales.

Le mycélium est trés ramifie,
septé et avec une taille des
hyphes trés grande. Les spores
sont verdatres, en chainettes trés
longues  insérées sur le
mycélium. Elles sont formées
par fragmentation de ce dernier.

Wallemia  sebi
Sporendonema sebi

ou

03

Thalle de couleur rose,
aspect poudreux,
irrégulier et a odeur
aromatique.

Revers: rose clair avec
présence des  septes
radiales.

Le thalle est de structure
transparente, septée, ramifiée et
lisse. Les spores sont ramifiées,
septés et lisses.

Les phialides elliptiques sont
disposées en nombre de 01 a 03
phialides par sporophore. Les
conidies sont de forme elliptique
et lisse. Présence des
chlamydospores qui sont trés
ormmementées et de forme
globuleuse (Schéma 02).

Peacilomyces variotii

04

Thalle de couleur verte
avec différentes nuances
de la couleur vert,
floconneux et avec septes
radiales. Diamétre de 3.5
cm.

Revers : jaune a marron
avec des septes radiales.

Mycélium septé, lisse de couleur
verte. Les pénicilles sont
compacts,  biverticillés  ou
triverticillés, asymétriques. Le
nombre de métules par verticille
varie de 02 a 03, elles sont lisses.
Les conidies sont vertes, lisses,
disposées en longues chainettes
(Schéma 03).

Penicillium expansum




05

Thalle velouteux, peu
haut avec des septes
radiales, diamétre 3.0 cm.
Revers : brun a orange
avec des septes radiales.

Mycélium trés fin, transparent et
lisse. Les pénicilles sont
biverticillés et parfois
monoverticillés. Les phialides
observées 02 a 04 par métule.
Ces derni¢res sont de 02 par
verticille.

Les conidies sont elliptiques,
vertes, en courtes chainettes,
lisses, généralement isolées et
grandes.

Penicillium oxalicum

06

Mycélium de couleur
verte tres septé,
duveteux, diamétre de
3.5cm.

Revers : olivacé avec des
septes radiales.

Mycélium septé, lisses de
couleur vert, la taille des
structures microscopiques
grandes par apport aux autres
especes.

Les Pénicilles a
compactes.

Les verticilles sont lisses,
ramifiés ou non, le nombre des
verticilles varie entre 2et3 par
pénicille.

Les phialides sont de forme
cylindrique, leur nombre en
verticille est entre 5 a 8.

Les conidies de couleurs vertes,
grandes, elles sont lisses, avec
paroi dense de forme ovoide,
disposées en trés longues
chainettes (Schéma 04).

structures

Penicillium
chrysogenum

07

Thalle blanc, légerement
beige au centre, avec
sillons radiaux, dense
haut, diamétre de 2.5 cm.
Revers incolore a
créme.

Mycélium de couleur marron
beige, septé et ramifié. Pénicilles
grands bi- tri- ou
quadriverticillés, asymétriques et
lisses. Les phialides sont
ampuliformes, lisses et hyalines.
Les conidies sont de formes
arrondies, lisses, en courtes
chainettes ou isolées.

Penicillium
camembertii

08

Mycélium brun olivacé,
duveteux et a 2.5 de
diamétre.

Revers : noir olivacé.

Mycélium grand, septé, ramifié
avec organites internes visibles.

Les conidiophores sont lisses et
les conidies en chainettes.
Présence de ramoconidies sous
forme elliptique, lisses,
unicellulaires et bicellulaires
allant jusqu'a quadricellulaires.

Cladosporium
cladosporoides




Thalle de couleur verte

Mycélium septé et tres ramifié.

09 avec des septes radiales, | Des fragmentations importantes | Sporendonema spp.
floconneux. Centre | donnent des arthrospores
velouté. Diamétre de 2.5 | disposées en longues chainettes
cm. attachées au mycélium ou en
Revers : noir a marge | courtes chainettes détachées
beige avec présence des | (Schéma 05).
septe radiales.
Thalle de couleur beige | Mycélium hyalin, cloisonné, a
et a marge blanchatre, | largeur moyenne ou trés fine, et
floconneux, diameétre de | avec des ramifications
2.3 cm. importantes. Le conidiophore | Drechslera spp.
10 Revers : beige clair avec | n’est pas différencié du thalle.
des septes radiales. Les conidies elliptiques ont 02
cloisons positionnées au bout du
conidiophore.
Mycélium septé, ramifié, de
couleur noire. Conidiophres
septés et le nombre de cloisons
Thalle a 1.2 cm de | varie entre 01 et 03, ils sont
diameétre, couleur brune | droits ou flexueux. Présence des | Alternaria alternata
11 olivacée, bas et dense. microconidies  arrondies en
Revers : noir. faibles nombres. Présence de
dictyospores en chainettes allant
jusqu'a 03. Ces dernieres sont
cloisonnées longitudinalement et
transversalement.
Mycélium treés large comparé au
12 sporophore, septé et a paroi lisse.
Thalle de couleur beige, | Sporophore trés fin, septé et trés
bas, moyennement dense, | tortueux. Les macroconidies sont
a croissance tres rapide, | disposées en deux par phialide, | Fusarium solani
diameétre 3.5 cm. non ornementees. Les
Revers : beige. microconidies sont isolées et
arrondies. Présence des
chlamydospores a paroi épaisse
et hyaline, de forme globuleuse,
apicales ou intercalaires.
Thalle pratiquement | La téte aspergilléne est radiée de
recouvre la totalité de la | forme subcylindrique, de couleur
boite, poudreux, noir e a | verte jaune plus ou moins foncée
forte conidiogénese. Sporophores de couleur hyaline,
Revers : marron avec des | lisse.
13 septes radiales. Columelle de forme | Aspergillus versicolor
subglobuleux.

Les phialides et les métules sont
de méme couleur que la téte
aspergiléne.

Les conidies sont de forme
globuleuse, et sont échinulées.




Schéma 01 : Rhizomucor miehei

Schéma 03 : Penicillium expansum Schéma 04 : Penicillium chrysogenum

Schéma 05: Sporendonema spp.




I11.2. Ensemencement sur milieu acide tannique (AT) :

La majorité¢ des moisissures repiquées montrent une croissance sur le milieu a base d’acide
tannique, mais leur vitesse de croissance varie selon les especes. Elle peut étre grande ou
semblable a celle donnée sur les milieux Malt Agar et Sabouraud, ou au contraire trés limitée et
inférieure. Les moisissures identifiées se manifestent aprés 21 jours a la température ambiante
sur le milieu AT sous les formes suivants (tableau 04) :

Tableau 04 : Description des mycéliums sur le milieu AT aprés 21 jours.

Nom de la Description Photos macroscopiques du
moisissure mycélium sur le milieu AT
Rhizomucor
miehei Thalle blanc, trés aéré, et haut.
Photo : 07
Wallemia Thalle s’étale sur de grande
sebi surface de la boite de Pétri due a
leur grande vitesse de croissance
de couleur vert, aplati.
Photo : 08
Alternaria Mycélium floconneux de couleur
alternata blanc, duveteux, pratiquement

recouvre la totalité de la boite.

Photo : 09

Mycélium recouvre la totalité de la
Drechslera spp. | boite, vert jaundtre, aplatie et
floconneux.

Photo : 10




Fusarium solani

Mycélium de centre jaune suivi
d’une zone vert d’olive, poudreux,
et aplati.

Photo : 11

Sporendonema | Thalle de centre beige et de marge
spp. vert, poudreux, floconneux au
centre.
Photo : 12
Penicillium Thalle de couleur vert et marge
expansum blanc, poudreux.
Photo : 13
Penicillium Thalle dégrade la couleur jaune a
oxalicum marron de marge vert gris, septé et
duveteux.
Photo : 14
Peacilomyces | Mycélium vert d’olive, poudreux
variotii et aplati.

Photo : 15




Penicillium Mycélium dégrade des couleurs
chrysogenum | vertes d’olive, jaune et d’une
marge blanche.

Photo : 16

PP, camembertii o

W

Mycélium vert, duveteux, aplati et
Penicillium de marge fine et blanchatre.
comembertii

Photo : 17

: .0 4
. . “
Aspergillus Thalle recouvre la totalité de la 3 00T
versicolor boite, vert, aplati avec
conidiogénese sur toute la surface

de mycélium (photo 18).

Photo : 18

Les revers des mycéliums ne sont pas visibles parce que la couleur de gélose est trés foncée.

La vitesse de croissance des especes sur le milieu AT est indiquée dans le tableau 05.




Tableau 05 : Vitesses de croissance (diametre en cm) des moisissures sur le milieu AT.

Diamétre en cm
Espéces 07 Jours 14 Jours 21 Jours
Rhizomucor miehei 4 5.5 7.5
Wallemia sebi 3 -+ 9
Peacilomyces varioti 2.5 3.3 6
Penicillium expansum 3.2 4 6.2
Penicillium oxalicum 3.8 4.4 6.5
Penicillium chrysogenum 23 33 4.5
Penicillium camembertii 0.5 0.8 1.2
Sporendonema spp. 1.9 2. -
Drechslema spp. 4.5 6.5 9
Alternaria alternata 6.5 9
Fusarium solani 3 B
Aspergillus versicolor 9

Le graphe suivant indique I’évaluation de la vitesse de croissances des moisissures sur le
milieu AT durant 21 jours (figure 19).
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Figure 19 : L’évaluation de la vitesse de croissances des moisissures sur le milieu AT

durant 21 jours.




I11.3. Ensemencement sur le milieu TC :
Sur le milieu TC, nous remarquons que seulement quelques moisissures donnent une
croissance. Cette derniére est faible par rapport a la croissance sur le milieu AT.

Les mycéliums apparus apres 21 jours se manifestent sous les formes présentes dans le
tableau 06.

Tableau 06 : Description des mycéliums sur le milieu TC aprés 21 jours.

Nom de la moisissure Description Photo macroscopique des
moisissures sur le milieu TC

Croissance trés faible (charge
mycélienne) sous forme des
Rhizomucor miehei mycéliums (diametre = 2.5
cm), tres fins et treés aéré.
Revers : beige.

Croissance moyenne (diamétre
= 2.2cm), mycélium de couleur
vert-jaundtre, floconneux au
Sporendonema spp. centre et a bords irréguliers,
avec apparition des petits
thalles localisés de 2.0 mm de
diametre.

Revers : brun foncé.

Photo : 20

Croissance faible sous forme
de petits mycéliums localisés
de diametre = 2 mm au
maximum, recouvrent la
Penicillium expansum | totalité¢ de la boite. Avec des
couleurs allant du blanc au vert
et un aspect duveteux.

Revers : beige.

Croissance importante sous
forme de petits mycéliums
localisés (diamétre = 1 a 3
Peacilomyces variotii | mm) avec un aspect duveteux
légérement  cotonneux, de
couleur beige.

Revers : brun.

Peacilomyces
variotii

Photo : 21




Croissance importante sous
forme d’un mycélium central
vert foncé, duveteux, de 1.0 cm
Penicillium chrysogenum | de diametre, avec apparition de
petits thalles localisés (1 a 2
mm) sur toute la surface de la
gélose.

Revers : brun.

La vitesse de croissance des especes sur le milieu TC est indiquée dans le tableau 07.

Tableau 07 : Vitesses de croissance des moisissures apres 21 jours sur le milieu TC.

Diamétre en cm
Espéces 07 Jours 14 Jours 21 Jours
Rhizomucor miehei 1.0 1.75 2.5
Peacilomyces varioti 0.05 0.1 0.3
Penicillium expansum 0.02 0.15 0.2
Penicillium chrysogenum 0.3 0.6 1.0
Sporendonema spp. 1.3 1.9 22

Le graphe suivant indique I’évaluation de la vitesse de croissance des moisissures sur le milieu
TC durant 21 jours (figure 20).

3
—— Rhizomucor
2.5 miehei
—— Peacilomyces
F 2 variotii
-
1.5 Penicillium
: 7 expansum
1 Penicillium
chrysogenum
0.5 Sporendonema
BRI e sSpp
o) E oo TR
07 Jours 14 Jours 21 Jours
Temps (jours)

Figure 20 : L’évaluation de la vitesse de croissance des moisissures sur le milieu TC durant 21
jours.



IIL.4. Analyse spectrale et dosage des tannins :

I11.4.1 Analyse spectrale :
Aprés I’extraction des tannins, ’analyse spectrale de 1ml de I’extrait acétonique va donner
un seul pic a 280 nm semblable a celui de la catéchine (MARKHAM, 1982) (figure21).
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Figure 21 : Spectre d’absorption de I’extrait acétonique.

I11.4.2 Dosage des tannins :

La mesure de I’absorption a 550 nm, qui est la longueur d’onde correspondant au
maximum d’absorption des anthocyanes, donne la valeur de 5.23 nm.
Par I’extrapolation de cette valeur sur la courbe d’étalonnage en utilisant la catéchine comme
témoin de référence, nous obtenons la concentration 3.65 mg / ml (figure 22).
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Figure 22: L’absorption a 550 nm de catéchine et I’extrait et leur concentration correspondant.

11 est donc facile de déduire que un seul millilitre d’extrait contient 3.65 mg de tannins
condensés, ceci veut dire que I’extrait acétonique est extrémement riche en ces polyphénols.

Le spectre d’absorption de la solution éthonolique obtenue apres le dosage se présente sous
forme de deux pics a 280 et 500 nm respectivement et un épaulement aux environs de 470 nm
(figure 23). Ce spectre est caractéristique des anthocyanes et plus exactement des « cyanidines »
(MARKHAM, 1982).



Ceci indique que notre extrait continent majoritairement des cyanidines condensées ; autrement
dit « des procyanidines » qui sont un type de tannins condensés polymériques difficilement
biodégradables.
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Figure 23 : Spectre d’absorption de I’extrait apres le dosage.






Discussion :

Camellia sinensis s’avere €tre une plante riche en tannins condensés. Effectivement le
dosage de ces polyphénols démontre que 1’extrait acétonique de la plante contient 3.65 mg/ml
de tannins. Ceci correspond aux travaux de (LUCY, 1998). Néanmoins, notre travail indique que
ces tannins sont de types condensés, notamment des procyanidines ; contrairement aux résultats
rapportés par les chercheurs précédemment cités.

Sur treize especes de moisissures isolées a partir du sol et de 1’air, douze peuvent dégrader
I’acide tannique et donc les tannins hydrolysables. Ce qui indique que ces polyméres sont
facilement biodégradables.

Parmi les espéces sélectionnées Aspergillus versicolor, Alternaria alternata, Drechslera
spp, Fusarium solani, Wallemia sebi et quelques espéces du genre Penicillium donnent les plus
grands taux de croissance sur le milieu a base d’acide tannique. Ce qui indique qu’elles le
dégradent avec plus de facilit¢ que les autres espéces BATRA et SEXENA (2005) et
MURUGAN et ses collaborateurs (2007).

Mais, seulement cinq espéces peuvent dégrader les tannins condensés extraits, a savoir
Penicillium expansum, Penicillium chrysogenum, Peacilomyces variotii, Rhizomucor miehei et
Sporendonema spp. Parmi ces especes, Penicillium chrysogenum et Peacilomyces variotii
montrent les taux de croissance les plus importants (RAJAKUMAR et NANDY, 1983 ;
MAHANDRAN et al, 2005).

D’aprés nos résultats Fusarium solani est capable de dégrader les tannins hydrolysables et
non pas les tannins condensés. Ceci contredit les résultats obtenus par d’autres chercheurs
comme BAJPAI B et PATIL (1997) et PINTO et ses collaborateurs (2006).

Penicillium camembertii donne une croissance faible sur le milieu a base d’acide tannique
indiquant qu’elle dégrade les tannins hydrolysables avec difficulté. Et I’absence de croissance
sur le milieu a base de tannins condensés indique que cette espece est incapable de dégrader ces
polyphénols. Aussi, il est intéressant de noter qu’aucun travail antécédent n’a été rapporté sur
cette espece.

La capacité d’Aspergillus versicolor a croitre seulement sur le milieu a base d’acide
tannique indique son pouvoir a dégrader les tannins hydrolysables seulement. Contrairement aux
résultats obtenus par MUKHERJEE (2007) et ABDEL-NABEY et ses collaborateurs (2011) qui
montrent la grande capacité de ’espece a dégrader les tannins hydrolysables aussi bien que les
tannins condensés ; et ce en produisant la tannase.

Le méme constat est fait pour Wallemia sebi et Alternaria alternata. Car contrairement aux
résultats obtenus par FIGUROA-ESPINOZA et VILLENEUVE (2005) et PINTO et ses
collaborateurs (2006) qui concluent que ces deux espéces sont capables de dégrader les tannins
qu’ils soient hydrolysables ou condensés. Nos résultats donnent une croissance importante
seulement sur le milieu & base d’acide tannique ceci indique leur capacité a dégrader les tannins
hydrolysables et non les condensés.

Les résultats obtenus pour Drechslera spp indiquent sa capacité¢ a dégrader les tannins
hydrolysables et non pas des tannins condensés. Jusqu’a présent, aucun travail n’a été réalisé sur
la capacité de cette espece a utiliser ces molécules.

Nos résultats indiquent que Penicillium oxalicum est capable de dégrader les tannins
hydrolysables seulement. Néanmoins, d’autres travaux montrent que cette espece est capable



d’utiliser les tannins de type hydrolysables aussi bien que ceux de type condensés (BATRA et
SAXENA, 2005 ; LI et al, 2006).

Rhizomucor miehei a déja fait I’objet de travaux similaires et a ét¢ démontrée comme étant
capable de dégrader les tannins hydrolysables ; non pas en produisant une tannase, mais plutot
une lipase (FERNANDEZ-LORENTE et al, 2011). Ceci clarifie les résultats que nous obtenons.
Car effectivement Rhizomucor miehei donne une croissance importante sur le milieu AT et une
trés faible croissance sur le milieu TC.

Le pouvoir de Sporendonema spp a croitre sur les deux types de milieux cités indique sa
capacité a dégrader les deux types de tannins. Mais avec plus de difficulté pour la dégradation
des procyanidines extraits du thé.

Aussi, la capacité¢ de Peacilomyces variotii et Penicillium chrysogenum a croitre sur les
deux types de milieux indique leur pouvoir a dégrader les tannins hydrolysables et les tannins
condensés avec plus de facilité. Ces résultats confirment de ce fait les travaux de RAJAKUMAR
et NANDY (1983) et SCHONS et ses collaborateurs (2011) qui précisaient la capacité de ces
deux espéces a produire des taux élevés de la tannase.

La croissance importante de Penicillium expansum sur le milieu AT indique son habilité a
dégrader les tannins hydrolysables, ce qui est en accord avec les résultats de LI et ses
collaborateurs (2006). Néanmoins, les faibles taux de croissance obtenus sur le milieu TC montre
la capacité de cette espece a les dégrader avec de plus de difficulté contredisant de ce fait les
résultats de BATRA et SAXENA (2005).






CONCLUSION :

L'analyse phytochimique de Camellia sinensis montre que cette plante est riche en tannins
condensés principalement des procyanidines extraits avec de 1'acétone aqueux a 70 %.

Notre étude indique que plusieurs moisissures isolées sont capables de dégrader 1'acide
tannique ; c'est-a-dire les tannins hydrolysables. Cette biodégradation varie selon I'espéce. Parmi
les treize espéces isolées, douze dégradent l'acide tannique, mais seulement cinq moisissures
dégradent les tannins condensés extraits de Camellia sinensis.

Peacilomyces variotii et Penicillium chrysogenum sont capables de dégrader ces molécules
(TCs) avec plus de facilité comparées aux autres especes.

Sporndonema spp, Penicillium expansum et Rhizomucor miehei donnent une croissance sur
le milieu TC. Par contres Wallemia sebi, Penicillium oxalicum, Penicillium camembertii,
Drechslera spp, Alternaria alternata, Fusarium solani et Aspergillus versicolor ne donnent
croissance que sur le milieu a base d'acide tannique ce qui indique que soit elles dégradent les
THs avec d'autres enzymes que la tannase (ex : lipase) ou qu'elles produisent effectivement une
tannin-acyl-hydrolase et que cette derniére est incapable de dégrader les TCs.

De ce fait nous pouvons considéré que Peacilomyces variotii et Penicillium chrysogenum
sont les meilleurs producteurs de la tannase qui dégrade les TCs.
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Résumé :

Les tannins représentent une classe importante des polyphénols. Ils sont formés par
polymérisation des flavonoides ce qui leur donne une structure difficilement biodégradable.
Quand les tannins condensés se lient aux molécules nutritives ces derniéres le deviennent
aussi.

Dans notre travail, nous avons isolées plusieurs espéces fongiques a partir du sol et de
l'air entourant des plantes considérées comme étant riche en tannin condensés. Nos résultats
ont démontré que sur treize espéces isolées, douze étaient capables de dégrader l'acide
tannique, mais seulement cinq ont pu croitre sur le milieu a base de tannins condensés (milieu
TC). Ce qui confirmait que les tannins condensés extraits étaient des sources difficilement
biodégradables.

Peacilomyces variotii et Penicillium chrysogenum ont donné les plus grands taux de
croissance sur le milieu TC indiquant de ce fait qu'elles étaient les plus grandes productrices
de la tannase qui dégradait les tannins condensés.

Mots clés : Moisissures, isolement, identification, polyphénols, tannins condensés,
tannase.

Abstract :

Tannins represent an important class of polyphenols. They are synthesized by
polymerisation of flavonoids which make their structure very difficult to biodegrade. When
the condensed tannins bind to the others molecules present in our alimentation, these last
became also no-biodegradable.

In our work, we have isolate several moistures from the ground and the air surrounding
some plants which were considered as rich in condensed tannins. Our results showed that
twelve species of thirteen were able to degrade tanninc acid, but only five ones have grown on
the condensed tannins medium (medium CT). This confirmed that these polyphenolic
compounds were a difficulty biodegradable source.

Peacilomyces variotii and Penicillium chrysogenum get the biggest rates of growth on
the CT medium indicating that they were the most producers of the tannase which degrade
condensed tannins.

Keywords: Moistures, isolation, identification, polyphenols, condensed tannins,
tannase.
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