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INTRODUCTION

La nutrition fournit & un organisme les composés chimiques nécessaires pour sa
croissance, son développement, sa reproduction, sa défense, ses déplacements et sa survie
(Slansky et Rodriguez 1987). Ces processus biotiques nécessitent une énergie qui est
fournie grace aux substances nutritives présentées dans nos aliments.

Les derniéres recherchent ont porté sur les aliments et ses constituants telle que les
tannins qui sont des molécules polyphénoliques synthétisées par les végétaux pour se
défendre des agressions environnementales, ils regroupent une multitude de composés et
représentent [’un des groupes phénoliques les plus intéressant présent dans les végétaux,
les tannins se trouvent dans toutes les parties des plantes, aujourd’hui on les trouve aussi
bien dans les aliments courants dans: les fruits les plus fréquents dans les raisins dans le
thé, le chocolat, dans les légumineuses fourragére, les légumineuses dans les arbres , en
herbe etc.... divers que dans les compiéments alimentaires ou les cosmétiques ot ils sont
présents a I’état d’ingrédient isolé et utilisés pour leurs propriétés physiologiques.

Les tannins sont également utilisés en agroalimentaire pour conserver, aromatiser ou
colorer les aliments, donc ils contribuer & de nombreux aspects de notre vie quotidienne.
Ils peuvent avoir une grande influence sur la valeur nutritive des aliments consommés par
de nombreux humaines et animaux.

Par conséquent les tannins peuvent avoir des effets positifs, négatifs ou neutres. En
effet, les tannins sont connus par leurs propriétés antioxydantes et neutralisation des
radicaux libres et contribuent ainsi a prévenir diverse pathologies dégénératives telles que
cancer (freinant le développement des tumeurs), maladies cardiovasculaires (Réduction
du mauvais cholestérol), maladies du systéme nerveux central, maladies hormono-
dépendantes telle que 'ostéoporose ( agissent comme des hormones contre la diminution
du capital osseux), luttant contre le vieillissement cellulaire certains encore démontrent
une activité anti-inflammatoire.

Ils sont aussi caractérisés par la formation des complexes avec des protéines
principalement, mais aussi avec les enzymes digestives, les polysaccharides (I’amidon, la
cellulose, les hémicelluloses ..... etc.). De plus, les tannins sont capables de précipiter les
ions métalliques et particuliérement le Fer ce qui réduirait le potentiel de la valeur
nutritive des aliments consommés. En particulier les responsables majeures des déférents
effets négatifs sont les tannins condensés, ces derniers se lient également avec les
enzymes des sucs digestifs, ce qui les rend inactives. Il en résulte une forte baisse de la
digestibilité notamment des protéines mais aussi de I'amidon et donc de l'énergie de
l'aliment.On observe une corrélation négative significative entre teneur en groupe des
tanins condensés et la digestibilité des protéines ou valeur nutritive relative ceux-ci
peuvent influencer la valorisation de ce nutriment dans I’organisme des étres vivants.

Le tannin acyl hydrolase, communément appelé tannase, qui coupe les liaisons
covalentes se trouvent entre les monomeéres des tannins condensés, c’est une enzyme
extracellulaire, inductible par la présence de 1’acide tannique ou autre tannin dans le
milieu.



Les principaux producteurs de cette enzyme sont les microorganismes, notamment
les moisissures et les bactéries.
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Figure 01 : Exemple de quelques acides phénols de la série
benzoique (HASLAM 1998)

Les acides phénoliques comprennent, entre autres, I’acide caféique présent dans le
café. Ils sont localisés dans les vacuoles des cellules de la pulpe et de la pellicule des
raisins. De ce fait, contrairement aux autres composé€s phénoliques, ils sont extraits trés
rapidement lors du foulage ou du pressurage. lis atteignent leur concentration maximale
dés les premiéres heures de la macération. Ils sont présents a des teneurs proches dans les
raisins blancs et les raisins rouges. Dans le raisin, ils se trouvent majoritairement sous la
forme d’esters de 1’acide tartrique. Ils jouent un réle important dans les phénoménes
d’oxydation des moiits. Les acides phénols dérivés de !’acide cinnamique sont
souvent estérifiés. Les plus courants sont 1’acide saticylique, ’acide caféique,
I’acide p-coumarique et 1’acide sinaptique(f) (figure2).
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Figure 02 : Exemple de quelques acides phénols de la série
~ cinnamique (HASLAM 1998)

1.1.2.2 les flavonoides

Ont des couleurs allant du jaune clair au jaune or. Selon les détails
structuraux de leur squelette de base en C15, les flavonoides se divisent en 6
groupes : flavones, flavonols, faonnés, isoflavones, chalcones, aurones.
Ces composés existent sous forme libre (aglycones) ou sous forme d’hétérosides.
(HEIM et al. 2002).

Les flavonoides ne sont fournis que par les végétaux, tandis que les acides
phénoliques peuvent aussi étre formés dans I’organisme a partir des autres poly phénols.
(JOVANOVIC et al. 1998) (Figure3).

Les flavonoides comprennent huit sous-classes, dont celle des anthocyanes.






1.1.2.4 Les tannins
Sont des macromolécules se divisant selon leur structure en deux groupes
principaux :

* Les tannins condensés (TC) proanthocyanidines : qui sont des
composés phénoliques hétérogénes. Ils se trouvent sous forme d’oligoméres ou
polymeéres de flavanes, flavan-3-ols, 5 desoxy 3- flavonols et flavan-3,4-diols.
Les polyméres ont une structure hérissée d’OH phénoliques, capables de former
des liaisons stables avec les protéines.

* Les tannins hydrolysables (TH): sont des esters d’acide gallique qui se lient
aux molécules de glucose: un glucose se lie a plusieurs molécules d'acide gallique.

1.2 Les tannins

1.2.1 Introduction

Le mot tannin est trés ancien et témoigne d'une technologie traditionnelle. "Tannerie"
(étanchéité et de la préservation) était le mot utilisé pour décrire le processus de
transformation en cuir les peaux d'animaux (tannage).Dans ce processus, les
molécules de tannins se lient aux protéines par des liaisons résistantes aux
attaques fongiques et bactériennes.

Les tanins sont des poly phénols naturels des plantes. Trés abondants chez les
angiospermes, les gymnospermes (tannins condensés) et les dicotylédones
(tannins hydrolysables) (SEIGLER 1998). Ces combinaisons varient d’une
protéine a une autre selon les degrés d’affinit¢ (MOLE et WATERMANa et 8,
1987, BLYTT et al. 1988, HAGERMAN 1988, HARBORN 1988).

Le poids moléculaire des tannins varie entre 500 et 2000 K Da (3000 pour les
structures les plus complexes). (HAGERMAN et BUTTLER 1981).

Les tannins peuvent complexés avec:

e Protéines
» Amidon

¢ Cellulose
¢ Minéraux

Les tannins sont situés principalement dans les vacuoles ou de la cire de la surface
des plantes. Dans ces sites, ils n'ont pas interféré avec le métabolisme des plantes C'est
seulement aprés la ventilation des cellules et la mort peuvent-ils agir et ont des effets
métaboliques.

Ils peuvent avoir une grande influence sur la valeur nutritive des aliments
consommés par de nombreux humains et les aliments consommés par les animaux.



1.2.2 Sources naturels des tannins
Il y a différentes parties de plantes de différentes espéces végétaux contenants les
tannins :

o Parties de plantes contenant des tannins comprennent I'écorce, le bois, les fruits,
les feuilles, les racines de plantes et de galles.

« Exemples d'espéces de plantes utilisées pour obtenir des tannins fins de bronzage
sont : Mimosa (4cacia sp), Le chéne (Quercus sp), D'eucalyptus (Fucalyptus sp),
Le bouleau (Betula sp), Le saule (Salix caprea), le pin (Pinus sp), Quebracho
(Scinopsis balansae).

Les tannins sont fréquents dans les fruits (raisins, bleuets ...), dans le thé, le
chocolat, dans les légumineuses fourragéres (trefle), Des légumineuses dans les arbres
(Acacia sp, Sesbania sp...), en herbe (Sorgho, mais ...).

Les tannins sont largement distribués dans le régne végétal. Ils sont tous deux en
commun Gymnospermes et des Angiospermes. Dans les Angiospermes, les tannins sont
plus fréquents dans les Dicotyledons que dans les Monocotyledons.

Exemples de familles de Dicotyledons riches en tannins sont :

o Leguminosae: Acacia sp ; Sesbania sp ; Lotus sp (Acacia), Onobrychis sp (Tréfle)
; Onobrychis sp (sainfoin) ; Anacardiaceae: Scinopsis balansae (quebracho).
Combrétacée : myrobalan.

Rhizophoraceae : mangrove.

Myrtaceae: Eucalyptus sp ; Mirtus sp.

Polinaceae : canaigre.

Autres plantes contenant du tannins important sont Quercus sp (Oak), Acer sp
(Chéne), Acer sp (Maple), Betula sp (Erable), Pinus sp (Bouleau), Salix caprea (saule),
Pinus sp (Pine), Sorghum sp (Pine) ( HASLAM 1989) (SAKAKIBARA et al. 2003).

Dans notre alimentation, ’astringence est la qualité organoleptique qui indique la
présence des tannins (HASLAM 1993).

Elle a un rdle important dans le choix des aliments (corrélation inverse entre les
espéces végétaux choisies et leur teneur en tannins) (MITJIAVILA 1977) (BERNAYS et
al. 1989).

IIs sont responsables du goit astringent nous éprouvons lorsque nous participons a
raisin ou un ripe fruits, et pour la couleur enchanteresses vu des fleurs et des feuilles en
automne.

1.2.3 Types des tannins

En 1920, Freudenberg établit la classification des tannins la plus largement
acceptée .11 est divise en deux groupes bases sur des différences structurales : les tannins
hydrolysables et les tannins condensées (SALUNKHE et al. 1990). En 1977, Swain
établit une classification en quatre groupes, comprenant les deux groupes cites ci-
dessous, et deux autres, Oxytannins et Batannins, qui ne sont pas véritablement reconnus
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Ce sont des proanthocyanidines, composés phénoliques hétérogeénes:
diméres, oligoméres ou polymeéres du flavanes, flavan-3-ols, 5-flavanols,
5-deoxy-3-flavanols et flavan-3,4-diols (BUFFNOIR et ROLANDO 1998).

Ces composés ont tous comme précurseur des flavonoides Cg-C3-Cg, et
différent entre eux par le type de liaison, les monomeéres de flavonoides
impliqués, la position stéréochimique des carbones 2, 3 et 4, les hydroxylations et
la présence ou non de substituant comme 1’acide gallique.

Les deux groupes majeurs des proanthocyanidines sont les procyanidines et
les prodelphinidines. Les monomeéres constitutifs des procyanidines sont la
catéchine et I’épi catéchine qui peuvent étre substituées par [’acide gallique ou
les sucres, généralement en position 3 ou plus rarement en position 7. Les
monoméres de prodelphinidines sont la gallocatéchine et 1’épigallocatéchine,
mais on distingue également des monomeres de quercétine et de myricétine
(Figure06) (BUFFNOIR et ROLANDO 1998).

En s’hydrolysant, les tannins condensés ne donnent pas de composés simples comme
le glucose ou les acides phénols comme c’est le cas pour les tannins hydrolysables, mais
plutét des anthocyanidines (BUFFNOIR et ROLANDO 1998).

L1.2.3.2 Les tannins hydrolysables (pyrogallols)

Ce sont des molécules avec un polyol (généralement D-glucose) en tant que noyau
central. Les groupes hydroxyles de ces hydrates de carbone sont particllement ou
totalement phénoliques estérifiés avec des groupes comme 'acide gallique (gallotannins)
ou de l'acide ellagique (ellagitannins). L.es TH sont habituellement présentés en faibles
quantités dans les plantes.

Certains auteurs définissent deux autres classes de tannins hydrolysables:
taragallotannins (acide gallique et acide quinique comme le noyau) et caffetannins (acide
caffeique et acide quinique).

Gallotannins

« Les groupes phénoliques estérifiés avec le noyau sont parfois constitués de
diméres ou supérieur oligomeéres de 'acide gallique (chaque monomére est appelé
galloyl)

» Chaque molécule de TH est généralement composée d'un noyau de D -glucose et 6
a 9 groupes galloyl.

« Dans la nature, il ya abondance de mono et di-esters de galloy! glucose. IIs ne sont
pas considérés comme des tannins. Au moins 3 groupes hydroxyles de la glycémie
doivent étre estérifiés d'afficher une capacité de fixation suffisamment solide pour
étre class€¢ comme un tannin. :

o Laplus célébre est la source de l'acide tannique gallotannins obtenu de la brindille
de galles. Il dispose d'un penta galloyl-D-glucose de base et cinq autres unités de
galloyl li€ a 'un des galloyl du noyau.
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1.2.5 Désagréments causés par l’ingestion des tannins (effet

antinutritionnel)

Les tannins agissent comme un mécanisme de défense contre les agents pathogenes
des plantes, les herbivores et les conditions environnementales hostiles. Généralement,
les tanins induire une réponse négative lorsque consommée. Ces effets peuvent étre
instantanés comme astringence ou un golit amer ou désagréable ou peut avoir une
réponse tardive liée a antinutritionnels / effets toxiques.

L1.2.5.1 Inhibition des enzymes digestives

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, 1’o-glucosidase
(DOUGALL 2005), les protéases, la trypsine et les hémagglutinines (DE MEJIA
et RAMIREZ 2004). 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 (DE MEJIA et al. 2005).

Deux extraits du sorgho et des mil chandelles ne présentent aucune activité
inhibitrice contre 1’a-amylase, alors que d’autres variétés du sorgho, de mil
chandelles, de millet des oiseaux et d’éleusine présentent une activité appréciable
; ce qui indique que cette activité inhibitrice des enzymes digestives est propre
seulement a certains composés phénoliques.

1.2.5.2 Effets antinutritionnels des tannins proprement dit
Les tannins caractérisés par la précipitation des protéines qui va conduit a un
effet antinutritionnel (HASLAM et al. 1991).

Plusieurs études in vitro ont ¢té menées sur cette action. Principalement
par la diffusion radiale (HAGERMAN et KLUCHER 1986)qui a démontré que les
proanthocyanidines naturels ainsi qu’industriels (comme 1le quebracho)se
liaient aux différents composés protéiques et glucidiques. La BSA (bovin
sérum albumine), le gluten, 1’alpha-amylase et la béta-galactosidase sont les
principales protéines utilisées, et 1’amidon ainsi que la pectine les principaux
polysaccharides (GEDIR et al. 2005).

Ces liaisons dépendent de plusieurs facteurs liés au milieu, a la structure des
molécules combinantes (exemple : I’importance de la proline dans la structure des
protéines) (ZIMMER et CORDESSE 1996), comme a la nature hydrophile ou
hydrophobe et a la concentration des tannins impliqués (ZHANG et al. 2003).

Il a ét¢ 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 {’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
I’ingestion et méme une toxicité (HAGERMAN et al. 1998) (HAGERMAN et
BUTTLER 1978,1980).
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II.1 présentation de la tannase

La tannase ou tannin acyl hydrolase EC «3.1.1.20» est une enzyme catalysant I’hydrolyse
des liaisons présentes dans les molécules de tannins et d’esters de I’acide gallique
«tannins hydrolysables ou condenses ».

Cette enzyme produite en présence de I’acide tannique par les plantes et divers
micro-organismes, champignons filamenteux, principalement Aspergillus et Penicillium.

Parmis les autres producteurs de tannase nous avons les bactéries (DESCHAMP et
al. 1983, KUMAR et al. 1999 ; MONDAL et al. 2000,2001 a et b) et les levures (AOKI
et al. 1976 a et b).Son activité est optimale a PH 6, température 40°C et aprés 15 minutes
d’incubation.

Les ions métalliques comme le Zn, Cu, Mg, Fer inhibent son activité, seul le K
I’augmente .Elle est efficace sur un large intervalle de température et de PH ce qui
permet son utilisation dans plusieurs processus industriels (SABU et al. 2005).

I1.2 Les micro-organismes producteurs de la tannase
11.2.1 Les bactéries

Quelques bactéries reconnaissent comme productrices de tannase, parmis les
quelles, nous citons les plus importantes :

-Lactobacillus sp ASR S1:

Les excréments de mouton contiennent une souche de bactérie productrice de la tannase.
Elle identifié comme étant Lactobacillus sp ASR S1. La souche bactérienne produite une
tannase extracellulaire sur milieux solides en utilisant la poudre de graines du tamarin, les
grains du palmier, du bl€ et I’écorce du café. Ceci a permis une production
supplémentaire et maximale de la tannase ( SABU et al. 2006).

- Selenomonas :

Caractérisé par trois souches «EAT1, ES3 et EG19»du rumen résistant aux tannins,
ces souches isolent de la flore du rumen du mouton, de la chévre a partir de cultures
obtenues dans une milieu additionné aux concentrations élevées d’extraits de tannin brut
ou d’acide tannique (SKENE et BROOKER 1995).

-Lactobacillus apodemi :

Présente la particularité des bacteries hydrolysant des tannins. Durant [’automne
2003, Sasaki et al isolent plusieurs souches de coques et de bacilles Gram positif & partir
des féces de huit mulots du Japon «Apodemus speciosus». Une réponse positive est
notée pour les testes d’hydrolysation des tannins suivante par la libération de 1 ‘acide
gallique «mais sans sa décarboxylation»et 1’hydrolysation de I’esculine.

-Streptococcus gallolyticus :

Cette souche renferme dans la flore fécale des Koalas, ainsi que celle d’autres
herbivores, elle secréte une tannase capable de dégrader les complexes tannins-protéines
(OSAWA etal 1995 aetb).

-Linepinella koalarum :
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Les recherches présentées en 1992 par Osawa a partir des flores cecales et dans les
feces des koalas, montrées une souche capable de dégrader aussi les complexes tannins-
protéines. Dans un premier temps, cet auteur isole deux souches dégradant les tannins et
ressemblant a4 une entérobactérie d’ou la désignation d’Enterobacterie capable de
dégrader les complexes tannins-protéines. En 1995, Osawa et al publient les résultats
d’analyse bactériologique de huit souches de cette enterobacterie qui montrant leur
pourcentage d’homologie avec celle de la famille des Pasteurellaceae plus que celle des
Enterobacteriaceae, une seule souche proposée comme un nouvel genre Linepinella
capable de dégrader les tannins (OSAWA et al. 2006), «D’espéce L. koalarum»
(OSAWA et al. 1995 a et b) (OSAWA 1992).

-Bacillus licheniformis :

Produit une tannase avait une activité enzymatique de 0.21 U/ml avec 1.5% d’acide
tannique en présence ou absence de 1g de glucose aprés 18-21h, mais la production de
cette enzyme n’atteint pas le maximum que a 36h (MONDEL et PATI 2000).

-Autres bactéries productrices de la tannase :

Bacillus : B. cereus, B. licheniformis KBR6, B. pumilus, B. polymyxa.
Botrytis cinerea.

Corynebacterium sp.

Cryphonectria Parasitica.

Klebsiella pneumoniae.

Lactobacillus plantarum. (VAQUERO et al. 2004)

Selenomonas ruminantium. (AYED et HAMDI 2002).

Citrobacter freundii.

I1.2.2 Les moisissures

Quelques moisissures sont aussi reconnues comme productrices de la tannase
surtout les espéces appartenant aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium (BAJPAI
et PATIL 1996) parmis leurs souches les plus importantes sont:

-Aspergillus awamori nakazawa :

Produit une tannase «tannin acyl hydrolase» qui est purifiée et caractérisée a des
conditions optimales de production. I.’activité de cette enzyme est déterminée en utilisant
diverses combinaisons de substrats de fermentation et diverses combinaisons de cultures
(MAHAPATRA et al. 2005).

-Candida guilliermondii Y11 :

Est démontrée comme étant une souche capable de dégrader les tannins de mimosa
en ne libérant aucun composé phénolique simple et visible au cours de la séparation en
chromatographie sur couche mince. (OTUK et DESCHAMPS 2004).
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-Aspergillus : A. aculeatu, A. awamori, A. fischeri, A. flavus, A. foetidus, A.japonicus, A.
sojae , A. usamii, A. ustus (YAMADA et al.1968 a et b).

-Penicillium: P. chrysogenum, P. expansum, P. glabrum, P. javanicum,

P. notatum, P. oxalicum, P. variabile IARI203] (YAMADA et al. 1968 a et b).
-Fusarium solani.

-Candida sp.

-Aureobasidium : A. pullulants DBS66 (BANERJEE et PATI 2007)..

-Saccharomyces cerevisiae.

-Trichoderma viride.

I1.3 Les conditions de production de la tannase

Différents conditions de production de la tannase sont déterminées selon les diverses
especes bactériennes et fongiques. En effet, chaque espéce et chaque souche nécessitent
des conditions culturales et environnementales particuliéres afin de donner un optimum
de production de la tannase.

11.3.1 Aspergillus niger (Méthode Taguchi)

Les niveaux optimaux des différents facteurs de la biosynthése de la tannase sont de
3% d’acide tannique, 7% de glucose, 28°C, 150 tr/min et BH4. Dans ces conditions, un
maximum de productivit¢ de 745 U / ml est obtenu & 24 h, aprés une période
d'incubation. La concentration de glucose est le facteur le plus important dans la
production de l'enzyme (39% de contribution), alors que le fH a une contribution
minimale (3,5%).
Le milieu liquide utilisé pour la production de cette enzyme comprend également des sels
minéraux comme celui de Czapeck. (HERNANDEZ 2002).

11.3.2 Aspergillus awamori nakazawa

La fermentation réalisée a 46 h pour optimiser la production de la tannase. Les
échantillons de cette enzyme sont obtenus aprés la précipitation du surnageant de
bouillon de fermentation par I'acétone suivie de filtration sur gel chromatographique. Les
conditions optimales de température et de BH sont étudiées et les effets de l'urée, du
surfactant et du chélateur sont aussi déterminés. La tannase isolée présente un optimum
d’activité a 35°C et PH a 5,0. Les concentrations d’urée supérieures a 3 M sont
inhibitrices de cette enzyme. L'augmentation des concentrations de laurylsuifate de
sodium a également conduit a4 une diminution de 'activit¢ (MAHAPATRA et al. 2005).
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11.3.3 Lactobacillus sp

La production maximale de la tannase par cette espece est de «0.85 Ul/g», elle est
obtenue aprés addition de 0.6% d’acide tannique et 50% de P’humidité avec Iml
d’inoculum de suspension bactérienne et incubation 4 33°C pendant 72h (SABU et al.
2006).

11.3.4 Citrobacter freundii

Une souche bactérienne capable d'utiliser l'acide tannique comme seule source du
carbone a été isolée et identifiée comme étant Citrobacter freundii. Cette souche peut
se développer a des concentrations aussi hautes que 5% d’acide tannique et produire une
tannase extracellulaire. Dans un milieu de culture contenant 1% d’acide tannique (& 30
°C), cette souche produit 1.87 U/ml de tannase apres 6 h. Les produits de la dégradation
de l'acide tannique, a savoir le glucose et ’acide gallique, sont alors détectables dans le
filtrat de la culture (KUMAR et al. 1999).

I1.4 Transformation microbienne du substrat allant des tannins
condensés a l'acide gallique par la méthode de Co-culture

La fermentation modifiée a semi-conducteurs (MSSF) avec substrat riche en tannins
(acide gallique) est effectuée en utilisant une Co-culture pour des mycétes filamenteux,
Rhizopus oryzae (RO LT RB-13, NRRL 21498) et Aspergillus foetidus (GMRB013
MTCC 3557). Des fruits en poudre de Terminalia Chebula, et une poudre de I’écorce de
Caesalpinia digyna sont employés pour fixer les paramétres donnant un maximum de
production de la tannase. Par la méthode de Co-culture l'acide gallique permet
d’optimiser sa production. Cette fermentation est effectuée dans des conditions optimales
de 30°C et d'humidité relative de 80%. Le BH et I'incubation se sont faits & des valeurs
optimum, de 5.0 et 48 h respectivement. Par la technique de Co-culture le rendement
maximum de tannase et d'acide gallique s’avérent &tre de 41.3 U/ml et 94.8%

respectivement (JOGESWAR et al. 2005. MUKHERIJEE et BANERJEE 2004, 2006)
(BEVERINI et METCHE 1990).

IL5 L’activité de la tannase selon les différentes espéce productrices

La capacité de production de la tannase a partir de 35 especes d’Aspergillus et 25
espéces de Penicillium est examinée sur le plan qualitatif en utilisant des géloses avec
I'acide tannique et quantitativement dans le bouillon de culture avec le méme substrat, les
espéces d’Aspergillus productrices sont utilisées, notamment A. fumigatus (8,3 Ul / mi),
A. versicolor (7,0 Ul / ml), 4. flavus (4,95 Ul / ml) et 4. caespitosum (4,47 Ul / ml) et
chez Penicillium, P. charlesii (4,82 Ul / Ml), P.variabile. (4,70 Ul / ml), P. crustosum
(4,7 Ul / ml) et P. restrictum (4,47 Ul / ml). L’activité optimale de la tannase est a 60° C
dans la plupart des producteurs puissants, a I’exception d’A4. caespitosum, P. charlesii, P.
crustosum, et P. restrictum, qui montrent une température optimale de 40°C. Parmi les
tannases sélectionnées d’4spergillus et Pénicillium, celle d’ A. versi~~I~r et P. restrictum
sont stables dans une large gamme de BH 3.0-8.0 pour 24 h. La ta.u.w.c de 4. versicolor
est stable a la chaleur car elle est conservé a 67% d’activité a 70°C aprés 1h (YAMADA
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I11.1 Introduction

Durant les derniéres années, la tannasea fait 1'objet de plusieurs études en raison de
son importance commerciale et de la complexité de son utilisation comme catalyseur
des molécules au niveau industriel.

Les tannases sont capables d’hydrolyser les tannins complexés qui représentent le
principal groupe de produits chimiques antimicrobiens naturels et qui sont produits par
les plantes.

Le profil général de I'utilisation de la tannase au niveau industriel nécessite la
connaissance du substrat utilisé comme base de production de cette enzyme, des
informations sur l'enzyme elle meme et aussi ses applications. Cette analyse prend en
compte dans son introduction 'histoire de la tannase et explore les aspects scientifiques
et technologiques. Le "progrés” trace l'itinéraire du général, la biologie moléculaire et
de catalyseur, et les informations obtenues en application fonctionnelle proche de
conditions optimales pour la production microbienne grice a la purification, la
description des propriétés enzymatiques, et les applications commerciales a la
«perspective», y compris les études d'expression, de la réglementation, et d'utilisations
potentielles ; aspects liés a I'évolution de notre compréhension de tannin biodégradation
sont aussi incluses (AGUILAR et GUTIERREZ-SANCHEZ 2001).

Deux facteurs critiques, colts de production et connaissance insuffisante du de
base caractéristiques, propriétés physico-chimiques, caractéristiques catalytiques, les
mécanismes et les utilisations réglementaires de potentiel, limitent l'utilisation du
tannase au niveau industriel. Ce travail passe en revue ['état d'aspects critiques reliés au
tannase, soulignant des aspects tels que des sources, substrats, mécanismes
réglementaires métaboliques, propriétés physico-chimiques, inhibiteurs, production,
applications et utilisations de potentiel (AGUILAR et al. 2007).

IIL.2 Intérét de la tannase

* Cette enzyme est produite par des usines et les micro-organismes et elle est utilisée
industriellement comme catalyseurs dans la fabrication de l'acide gallique. En outre, il
emploie potentiellement dans la transformation de boissons et des produits alimentaires
(BELMARES et al. 2004)

Elleq'}%ltiliséeaussi comme agent clarifiant dans les jus de fruits et de thé instantané
lors de la préparation et la production d'acide gallique (clé antioxydant) (BOADI et
NEUFELD 2001).

Commercialement, la forme de cette enzyme; extraits des plantes ou des
champignons est instablent.

D'autre part, la culture sur milieu solide est un procédé a faible coit et récemment, il
décrit comme un systéme dans lequel la stabilité et de I'activité enzymatique des valeurs
telles que pectinases et amylases sont plus élevés que ceux obtenus par la culture
submergée (AGUILAR et al. 2001)
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Cette enzyme implique dans les voies de dégradation fongique des composés
aromatiques sont d'un intérét considérable pour la biorestauration et la biodégradation des
déchets des produits organiques.

Elles peuvent également étre utilisés dans des applications industrielles, par exemple,
permit de constater des tannase servir a la fabrication de thé instantané.

La biotechnologie des especes de genre Aspergillus: A. fischeri , A. flavus, A.
Jjaponicus , A. oryzae et de Fusarium solani, Rhizopus oryzae , Trichoderma viride ,
Cryphonectria parasitica effectué dans la production de 'enzyme pour les buts
industriels (ADACHI et al. 1968) (FARIAS et al. 1994) (BRADOO et al. 1997).

La biotechnologie d’Aspergillus niger est effectuée par I’'immobilisation de I'enzyme
tannase par micro-encapsulation avec une membrane de l'alginate du calcium du
coacervate qui entoure d’un coeur liquide. Amélioration de la stabilité de la température
et de PH considérablement. Le rendement est 36.8% d'activité de I'enzyme initiale,
stabilit¢ de PH et stabilité¢ thermique améliorent aprés micro-encapsulation. L'enzyme
peut étre utilisée pour 15 courses. (AISSAM et al. 2005 ; YU et al. 2003).

Suivant par la production d'enzyme par Aspergillus qui grandit sur moulin vert olive
dilué quadruple dans ’eau du gaspillage est stable pendant plus que 30 h et correspond
avec approximativement 70% déchéance de composés phénoliques présents dans le
gaspillage.

Aussi elle est utilisée a la production d’une enzyme pour les buts industriels, usage
dans ’amélioration de la qualité dans la production de la biére, et le raisin.

" L’intérét nutritionnel de I'enzyme d’4 niger a l'usage potentiel dans l'industrie de la
nourriture, par exemple pour éclaircissement de biére et jus du fruit (SHARMA et al.
1999). -

D6 a la nature de l'extracellulaire et le haut BH et stabilité de la température du
tannase, la production de l'enzyme dans la fermentation transistorisée a une haute
possibilité de production économique, par rapport a une fermentation submergée.

A. niger utilisé dans la synthése d'esters d'acide gallique et d’alcools introduire dans
la formation des solvants organiques en utilisant la micro-encapsulation de l'enzyme avec
membrane chitosan-alginate. Le plus haut rendement est 44.3% dans benzéne, et 35.7%
dans I'hexane, les meilleurs substrats sont 1-propanol, 1- butanol, ou 1-pentanol (YU et
al. 2004).

La biotechnologie d’Aspergillus oryzae est de synthétiser une enzyme dans la
culture de fournée nourrie, a BH 5.0, accomplit 7000 TU/1 (ZHONG et al. 2004).
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La biotechnologie d’ Aspergillus sp est de synthéser les deux acides ellagiques et
I’enzyme de production maximale entre 48 h et 72 h, autour de 28 a 35°C et a
approximativement S tanin du g/l (HUANG et BORTHWICK 2004).

La biotechnologie de Lactobacille sp est la production maximale d'une enzyme pour
le but industriel par augmentation de production de cette enzyme sur 1’écorce du café,
avec 0.6% acide tannique, et 50% humidité (SABU et al. 2006).

La biotechnologie de Paecilomyces variotii est d’hydrolyser l'acide tannique par
enzyme immobilisée sur les perles de l'alginate, 'enzyme retient approximativement 85%
d'activité initiale et elle est active apres réutilisation étendue (MAHENDRAN et al. 2006)
(BATTESTIN et al. 2005, 2007).

De plus Bacillus licheniformis enquéte pour déterminer la structure d'avoir lieu des
esters de l'acide gallique naturellement. Dans la nutrition ['enzyme utilise dans la
production du thé immédiat, le raisin, et I'acide gallique. Le gallate du B. licheniformis
utilise pour la synthése de gallate du propyle, un antioxydant de la nourriture largement
usagé. (MONDAL et PATT 2000).

L intérét d’Aspergillus aculeatus est de synthétiser une enzyme a de larges
applications dans la nourriture exactement des produits alimentaires, cosmétique, des
boissons, de brassage, et d’industrie chimique (BANERJEE et al. 2001).

L’intérét du Lactobacillus plantarum effectué dans la nutrition et le traitement des
boissons (VAQUERO et al. 2004).

De nos jours, beaucoup de recherches sont fait sur la biodégradation de galiotannin et
gagnent le grand succés dans les avantages d'utilisation industrielle.

Certaines applications industrielles de ces résultats sont dans la production du
tannase, la métabolisation de l'acide tannique au pyrogallol ou l'acide gallique et le
detannification de la nourriture et du fourrage. Bien que les ellagitannins aient les liaisons
c-c typique qui est plus difficile a étre dégradé que des gallotannins, les efforts concertés
sont encore en marche pour améliorer la dégradation et l'utilisation d'ellagitannins.

Actuellement, plus d'attention principalement concentrée sur la biodégradation des
tannins par une flore microbienne intestinale en particuliérement des ellagitannins qui
peuvent contribuer a la définition de leur disponibilité biologique pour les deux étres
vivants humains et ruminants (NELSON et al. 1995).

" En outre il v a eu des efforts d'utiliser l'activité dégradante les tannins de différents
mycétes pour la biomasse riche en ellagitannin, qui facilitera l'application des enzymes
dégradantes des tannins dans les stratégies pour améliorer la production industrielle et
animale. En raison des structures compliquées des tannins complexes et particulierement
des tannins condensés, la biodégradation d’eux est beaucoup plus difficile et il y a moins
recherche sur eux. Par conséquent, la recherche sur les mécanismes de la biodégradation
des gallotannins et d'ellagitannins peuvent avoir comme conséquence l'arrangement
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global a la biodégradation des tannins complexes et des tannins condensés (LEKHA et
LONSANE 1997).

La biodégradation des tannins est a une étape naissante et d'autres études doivent étre
effectuées pour exploiter le potentiel de divers tannins pour des plusieurs applications
dans le traitement d'effluent de nourriture, de fourrage, de médecine et de tannerie. (Li et
al. 2006) (BHAT et al. 1997). ~
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DISCUSSION

En tant qu'antioxydants, tous les poly phénols sont capables de piéger les radicaux
libres générés en permanence par notre organisme ou formés en réponse a des agressions
de notre environnement (cigarette, polluants, infections, etc.) qui favorisent le
vieillissement cellulaire (8) (o) (KUMAZAWA et al. 2002).

De plus, les composés phénoliques du vin préservent d'autres antioxydants dans
l'organisme, comme les vitamines E et C contre l'oxydation et les formes toxiques de
l'oxygéne impliquées dans un grand nombre de maladies .Il est a noter, cependant, que
ces effets ne sont constatés que pour des consommations modérées ingérés avec nos
aliments, car une consommation excessive d'alcool produit a son tour des radicaux libres,
ces composés renforcent nos défenses naturelles en protégeant les constituants tissulaires
(lipides et autres macromolécules) contre le stress oxydant et préviendraient ainsi les
diverses maladies chroniques associées, telles que cancers, maladies cardio-vasculaires
ou ostéoporose (KELAWALA 2004).

Les effets bénéfiques du vin sur les maladies cardiovasculaires ont d’abord été
attribués a 1’alcool qu’il contient et qui véhicule le cholestérol, donc les tannins entrent
dans la filiale des mécanismes complexes du corps pour régler les taux du fameux
cholestérol. Il a été démontré que P’alcool contribue a élever le taux des HDL (les
lipoprotéines de haute densité-le «bon cholestérol») et I’augmentation transitoire de la
capacité antioxydante du plasma dans les heures qui suivent le repas. Parvenus au niveau
des artéres, ils préviennent l'oxydation des lipoprotéines de faible densité (ou
LDL«mauvais cholestérol»). Les poly phénols agiraient aussi en inhibant 1'agrégation
plaquettaire impliquée dans le phénomeéne de thrombose qui peut conduire a l'occlusion
des artéres.Par ailleurs, I’alcool inhibe 1’agrégation des plaquettes sanguines, réduit la
teneur en fibrinogéne, un composé impliqué dans la coagulation du sang, et accélére la
fibrinolyse, ou la dissolution d’un caillot, a 1’origine d’accidents vasculaires ischémiques
(1) (AVIRAM 2002,2004) (MAZUR et al. 1999).

Des études cliniques ont montré que les poly phénols améliorent le fonctionnement
de l'endothélium, la couche cellulaire qui tapisse les surfaces des vaisseaux sanguins et
qui joue un role essentiel dans le controle du bon fonctionnement du systéme vasculaire
en réduisant les risques d'athérosclérose (€paississement des artéres qui contribue a
réduire le flux sanguin et peut conduire a I'asphysie des tissus irrigués). Les poly phénols
en prévenant l'athérosclérose et les risques de thrombose limiteraient les risques
d'infarctus du myocarde, ce que tend a confirmer les quelques études épidémiologiques
déja publiées (FRANKEL 1993) (GRYGLEWSKI 1987).

D'abord, au niveau vasculaire, les poly phénols augmentent la résistance des
vaisseaux, si bien que I'un des médicaments les plus répandus dans le domaine de la
protection vasculaire - Endotélon, mis au point par le professeur Masquelier - est fabriqué
a base de pépins de raisin.

Ajoutés au régime de divers animaux de laboratoire, les tannins montrent aussi une
capacité a limiter le développement de tumeurs induites expérimentalement par
exposition & des agents carcinogénes. Ils sont actifs contre de nombreux cancers (colon,
estomac, foie, sein, prostate, poumon, peau, vessie, etc.) a tous les stades de la
cancérogenese (QQ) (AFAQ 2005).
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Au stade d'initiation, ils agissent comme agents bloquants en empéchant I'activation
de pro carcinogénes, en piégeant les mutagénes électrophiles ou en stimulant la
réparation des ADNs mutés. Au stade de promotion et de progression, ils agissent comme
agents suppresseurs de tumeurs. Les mécanismes impliqués peuvent 1a encore étre trés
vari€s: prévention du stress oxydant, inhibition du métabolisme de I'acide arachidonique
et des réactions inflammatoires associées, inhibition de la protéine kinase C et de la
prolifération cellulaire, induction de l'apoptose, inhibition de I'angiogenése. Les preuves
de leurs effets chez 'homme restent cependant encore insuffisantes (y) (JONES ef al.
2000) (NAKANISHI ef al. 2003) (HERTO ef al. 1992) (LANSKY 2005).

Les polyphénols pourraient aussi exercer des effets protecteurs contre les maladies
hormono-dépendantes, telle que l'ostéoporose. Ceci en modulant la réponse aux
oestrogénes endogénes. Certains poly phénols et plus particuliérement les isoflavones du
soja trés étudiées aujourd’hui, ont une affinité remarquable pour les récepteurs des
oestrogénes et sont qualifiés pour cela de phyto-oestrogénes. Les fruits et légumes
contiennent aussi des poly phénols tels la quercétine de l'oignon ou le kaempferol de la
chicorée qui possédent également des propriétés pseudo-oestrogéniques ou inhibent la
perte osseuse chez la rate ovariectomisée. LA encore, de nouvelles études restent
nécessaires pour confirmer ces effets chez I'hnomme ().

11 est récemment apparu que la supplémentation en aliments riches en polyphénols a
un effet neuroprotecteur chez les animaux adultes utilisés comme modeles de cas
d’ischémie et de maladie d’Alzheimer. Une expérience a été réalisée sur des souriceaux
nouveau-nés dont la mére avait ingéré depuis le début du troisiéme trimestre de gestation
et pendant la période d’allaitement de I’eau de boisson additionnée de jus de grenade. Les
lésions du cerveau provoquées de maniere artificielle et examinées au niveau
histologique et biochimique montrent que les souriceaux ayant regu du jus de grenade
présentent une perte de tissu cérébral significativement réduite, d’autant plus que la dose
administrée est élevée. L’acide ellagique a été détecté dans le plasma des souriceaux
traités mais pas chez les souriceaux témoins. Sa présence pourrait donc étre liée a I’effet
neuroprotecteur obtenu chez les nouveaux-n€s par supplémentation maternelle en jus de
grenade (A) (LOREN et JUN 2005).

L’utilisation de plantes a tannins a été envisagée et les premiéres études menées en
Nouvelle-Zélande ont montré que la consommation de plantes a tannins pouvait affecter
la biologie de certaines espéces de parasites intestinaux en diminuant la production
d’ceufs (PAOLINI ef al. 2003).

Des expérimentations in vifro ont également été menées sur Trichostrongylus
colubriformis, afin d’étudier ’effet des tannins sur la mobilité et le développement des
larves et sur I’excrétion d’ceufs.

Utilisant des extraits de tannin de Quebracho (tannins condensés), ces essais ont confirmé
ces résultats, en précisant que les tannins condensés réduisaient le nombre d’ceufs
excrétés de Trichostrongylus colubriformis. lls diminuent la fécondité des larves et
augmentent la mortalité des larves de stade L3.

Des études in vivo ont confirmé P’effet des tannins condensés sur les nématodes
intestinaux des moutons et des chévres (PAOLINI et al. 2003), tout en suggérant que les
effets mesurés in vitro sous-estimaient les effets réels.
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Mais comme il a été cité auparavant, les tannins condensés peuvent induire aussi
d'autres effets négatifs lorsqu-ils sont consommés en grande quantité. En effet, ils sont
capables de se lier aux protéines et aux enzymes de la digestion causant ainsi un trouble
de P’activité du tube digestif et une perte non négligeable de la valeur nutritive des
aliments ingérés. Ceci est a l'origine de graves malnutritions (effet antinutritionnel).

In vitro, cet effet de combinaison se traduit par la précipitation des protéines lorsq'elies se
lient aux tannins. In vivo, il se traduit plut6t par un amaigrissement prononcé des souris,
allant parfois méme jusqu'a la mort.

La solution la plus plausible & ce probléme pourrait étre 1’utilisation de la tannase
comme additif alimentaire.

En effet, les études récentes tendent a chercher et a caractériser les microorganismes
les plus producteurs de cette enzyme dans le but d'optimiser leur taux de production et
I'activité de leur tannase.

L'addition de la tannase aux aliments riches en tannins condensés pourrait libérer les
différentes molécules qui s'y lient tout en libérant des composés phénoliques moins
complexes qui continueraient a apporter leurs divers bienfaits au corps (KAR et al.
2003).
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CONCLUSION

Les tannins condensés offrent a I’organismes plusieurs intéréts (anticancéreux,
antimicrobiens, préviennent des maladies cardiovasculaires...... ), mais leur présence en
forte concentration dans les aliments est aussi a l’origine d’une malnutrition non
négligée. Il serait donc intéressant et nécessaire de produire des tannases et de les utiliser
comme additifs alimentaires. Parmi, les organismes producteurs, les bactéries et les
moisissures restent les plus interressants, notamment les derniéres.
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