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RESUME

Des travaux antérieures ont montré que la macération des écorces de 'Ongokea gore dans du CaCl,,2H,0O
a3 % (p/v) permet d’obtenir un extrait capable de coaguler le lait. On s’est intéressé a étude de quelques
caractéristiques physico-chimiques de cet extrait chromatographié. La gel filttation a été faite en utilisant
le Sepharose CL-6B comme gel, les mesures spectroscopiques 4 'aide du spectrophotométre UV a balayage
de longueur d’onde entre 250 et 350 nm et les mesures de fluorimétrie 2 I'aide du spectrofluorimétre a
balayage de longueur d’onde entre 290 et 410 nm. La température de dénaturation a été obtenue par
analyse enthalpique différentielle et I’électrophorése a été faite sur gel de polyacrylamide en présence du
sodium dodécyl sulfate et d’un kit des protéines de masse moléculaires connues. On a conclu que Pextrait
des écorces de I'Ongokea gore peut étre séparé en plusieurs fractions dont une posséde une activité coagulante.
Cette fraction absorbe en UV (A= 278 nm) et a un maximum d’émission de fluorescence a 330 nm
comme la plupart des protéines. Sa température de dénaturation est de 87,4 °C ; elle est constituée des
protéines de masses moléculaites 14,5, 42, 43 et 94 kDa. Ces masses moléculaires grossi¢rement divisibles
par 15 laissent penser 4 'existence des monoméres.

Mots clés : Chromatographie, protéine, masse moléculaire, coagulation, Ongokea gore

ABSTRACT

The solution obtain after macerating Ongokea gore batks in 3 % (w/v) CaCl,.2H,O has a milk clotting
activity. Authors investigates some biochemical characteristics of a chromatographied crude extract.
Gel filtration using Sepharose CL.-6 was used. Spectroscopic analysis were performed using a UV
spectrophotometer scanning from 250 to 350 nm and a spectrofluotimeter scanning from 290 to
410 nm. The denaturation temperature was obtained using a Differential Scanning Calorimetry then
electrophoresis was done on polyacrylamide gel en presence of sodium dodecyl sulfate and a kit of
proteins the molecular of which are well known. It is concluded that by gel filtration it can be obtain
a fraction that has milk clotting activity; its UV maximum absorption is around 278 nm while its
maximum fluotimetric emission is around 330 nm so as many proteins. Their compound are dena-
tured around 87.4-°C. It is made up of 4 main proteins the molecular weight of which are 14.5, 42,
43 et 94 kDa. For these molecular weight are roundly divisible by 15, it can be thought of monomeres.
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INTRODUCTION

Les fromagers camerounais importent les enzymes
coagulants notamment la présure. Cette importation
po%c de* Hombréux problémes?s cott prohibitif, con-
ditions d’acheminement désastreuses, délais de fivraison
trés longs. . .etc. 1l est possible de fabriquer localement
la présure  partir des caillettes des veaux de z¢bu (Bos
indicus) abattus avant Je sévrage mais Pabattage des jeuncs
ruminants est interdit. Les végétaux constituent un autre
source de préparation des enzymes coagulants. Plusieurs
dentre eux ont été répertori¢ : Cynara (CAMPOS ¢t
al,, 1990 ; FIGUEIREDO et PAIS, 1990;
HEIMGARTNER ¢ a/., 1990 ;CORDEIRO ¢ al,
1992 ; FARQ e al, 1992 ; MACEDO ¢f al,, 1993 ;
LLORENTE BERTA ¢ a/,, 1997, CARDOSO et al.,
1998), Eriosema shirense (LOPES et al., 1998), Solansum
dubinm (YOUSIF BASHIR e al., 1996). Alors que au
Cameroun, plusieurs auteurs ne s’intéressent qu’a
d’autres enzymes végétales (OMOKOLO ¢f al, 2000),

OTANI etal., 1991 ont recensé les plantes susceptibles *

de servir de matiére premiére pour la préparation des
extraits coagulants. La principale difficulté des extraits
coagulants d’origine végétale est quils ont une faible
activité coagulante ainsi des grosses quantités d’extraits
sont nécessaires pout coaguler un volume relativement
petit du lait. 11 s’avére donc nécessaire dans un pre-
mier temps de concentrer ces extraits d’origine végétal.
Divers auteurs ont concentré de tels extraits (ONER
et AKAR, 1993 ; TAMER, 1993, UCHIKOBA et
KANEDA, 1996 ; ASAKURA TOMIKO et al, 1997 ;
CARDOSO ¢f al,, 1998) et des essais en fromagerie
ont donné des résultats comparables a ceux ou la
présuge était utilisée (OTANI e al, 1991 ; ONER et
AKAR, 1993 ; BROOME et LIMSOWTIN, 1998).
LIBOUGA ¢ al., (2002) ont montré qu’on pouvait
coaguler le lait en utilisant les extraits des écorces de
P Ongokea gore mais les volumes d’extrait mis en ceuvre
sont relativement importants. Pour mettte en route
diverses techniques de concentration : ultrafiltration, la
précipitation par diminution ou par augmentation de
etc (HARRIS et ANGAL, 1995), il

est nécessaire d’avoir des informations sur le produit a

la force lonique ...
concentrer : nature chimique, poids moléculaire ... etc.
Le but de ce travail est d’étudier quelques
caractéristiques de Pextrait
chromatographié des écorces de I’Ongokea gore.
1’ Ongokea gore est un arbre de la forét tropicale; il a été
décrit au Cameroun (VILLIERS, 1973). 1l s’étend de
il mesure 8 4 10 m de

biochimiques

Pex-Zaire a la Cote d’lvoire
haut et peut étre identifié par la taille de son trong, son
écorce ct scs feuilles (DETH'&NNE, 1991). Son bois
jaune utilisé en menuiserie est naturellement résistant

178

contre la biodégradation due au moisissures et ter-
mites (TSUNODA, 1990) ; son écorce tres riche en
tannins (VILLIERS, 1973) est utilisée comme puwatif
dans la pharmacopée’traditionnelle.

MATERIEL ET METHODES

Extrait coagulant

Les écorces fraiches de I’Ongokea gore provenant de
Pagglomération de Makak (3°33’ longitude est, 11°02’
Jatitude nord; LETOUZEY (1968). L’extrait coagu-
lant de ’Ongokea gore est obtenu en macérant de 50 g
d’écorce fraichement prélevées dans 100 ml de
CaCl,2H,0 2 3% (p/v) et de HBO, a 2% (p/v)
(pH = 6,3) pour éviter la putréfaction ; ce H,BO, a
2 % (p/v) est préparée a partir d’une solution aqueuse
de H,BO, 4 12,5 % (p/p) selon ANIFANTAKIS et
GREEN (1980). La macération se fait a 4°C pen-
dant 24 H. Aprés filtration sur papier Whatman, les
tissus végétaux sont éliminés et la solution est
centrifugée (10 000 g, 4 °C, 30 mn).
constitue P'extrait brut des écorces de I'Ongokea gore.

Le surnageant

Chromatographies

Le tamisage moléculaire se fait a 'aide d’un collecteur
de fraction de Pharmacia Fine Chemicals et d’une
colonne de dimension 2,6 X 90 cm. Le gel est le
Sepharose CL-6B (Pharmacia Fine Chemicals) et
Péluant I’acide N-2 hydroxyethylpiperazine-N’-
cthanesulfonique (HEPES, Merck) 15 mM, pH 7,5, .
Le volume du gel est de 400 ml, Je débit 72 ml X H',
le volume des fractions 8,5 ml. Le détecteur est réglé
4280 nm.. Le déroulement du papier enregistreur est
de 1 mm / mn etlasensibilité de I'enregistreur 10 mV.

Les échantillons sont les extraits des écorces de I'Ongokea

gore ; ils ont été obtenus-de deux fagon. Pour la
14 chromatographie, Péchantillon est Pextrait brut des
écorces de I’Ongokea gore lyophilisé puis redissout dans
de lacide N-2 hydroxyethylpiperazine-N’-
ethanesulfonique (HEPES, Merck) 15 mM, pH 7,5 et
filtsé sur colonne PD 10 (Pharmacia Iine Chemricals) pour
. Quant a la 2 chromatographie,

Péchantillon est le mélange lyophilisé des fractions 30

dessalage
2 45 de la 1% chromatographie.

Mesures spectroscopiques et analysc enthalpique
différenticlle

Les échantillons sont les lyophilisats de Pextrait de
I’Ongokea gore, apres la 20 chromatographie. Ces
lyophilisats sont dissouts dans de PHEPES 15 mM,
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pH 7,5 et dialysés (4 °C, 24 H) contre ce méme tam-
pon. Ces solutions sont ensuite filtrées sur filtre de
porosité 2 p.

Les spectres UV sont tracés a 'aide d’un
spectrophotomeétre a balayage de longueur d’onde (250
2 350 nm) et les dérivées 17 et 2™ sont tracées grace
a un logiciel intégré. La fluorimétrie a été mesurée a
laide du spectrofluorimétee (SLM 4800C); la cuve
utilisée a une Jasgeur de 1 cm. On excite 4 280 nm et le
balayage de la longueur d’onde se fait entre 290 et
410 nm.

I’analyse enthalpique différentielle (Differential S canning
Calorimetry ou DSC) a été faite 3 'aide d’un calorimétre
diftérentiel programmé (Setaram, DSC 111) incorporé
a un automate programmable et calibré avec indium
et gallium. Dans des capsules en acier inoxydable on

introduit 127,2 mg de solution de Pextrait de I'Ongokea
gore. Le balayage de température est effectué entre 5 et
130 °C avec une cinétique de 3 °C et une fréquence
d’échantillonnage de une mesure toutes les 0.8 s.
Lexpérience a été répétée 4 fois.

Electrophorese

L électrophorése est faite en présence d’un gradient de
concentration de polyacrylamide en présence de so-
dium dodecyl sulfate (SDS) sans agent dénaturant. La
coloration du gel est faite avec du bleu de coomasie
dans Pacide trichloracétique 4 12,5 % puis la décoloration
par l'acide acétique a 5 et 10 %. Les protéines de
séférence (Kit Electrophoresis de Pharmacia Fine Chemicalsy
sont I’ « lactalbumine (14 kDa), Pinhibiteur trypsique
(20 kDa), Panhydrase carbonique (30 kDa),
I'ovalbumine (43 kDa), la sérum albumine bovine

(67 kDa) et la phosphotylase b (94 kDa)

1.00 7 l 4
I
] 2
0.75 1
L
=]
T = 5
B g 1 ~8— [¢re CHR.
=}
~O- 2¢me CHR.
2R 050 l eme
=&
=
<
a
0.25 1
y
0.00 .
0 80

Nombre des fractions

Figure 1: Chromatogramme de Pextrait des écorces de ’Ongokea gore

Colonne 2,6 X 90 cm; gel, sepharose CL-6B, volume du gel 400 ml, éluant acide N-2 Hydroxyethylpiperazine-
N’-ethanesulfonique 15 mM, pH 7,5; débit 72 ml / h; fraction de 8,5 ml. Déroulement du papier enregistreur
1 mm / mn; sensibilité de enregistreur 10 mV. Absorbance a 280 nm.

L’échantillon est pour la 17 chromatographie Pextrait brut des écorces de 'Ongokea gore ct pout la 2%
chromatographie le mélange lyophilisé des fractions 30 a 42 de la 1% chromatographic.

Les fleches verticales dirigées vers le bas indiquent les emplacements des différents pics du 1¢ chromatogramme ;
celles dirigées vers le haut indiquent ceux du 2™ chromatograme. Les symboles 1 CHR et 2% CHR indiquent

respectivement 1% et 24 chromatographie.
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Figure 2 : Specttes (a) UV et (b) d’émission de fluorescence de Pextrait re-chromatographié des écorces

de ’Ongokea gore.

Le tampon est de I’acide N-2 Hydroxyethylpiperazine-N’-ethanesulfonique 15 mM, pH 7,5; cuve de trajet optique
1 ¢m ; (a) Spectre UV : balayage de longueur d’onde entre 250 et 350 nm ; les symboles 1 Der et 2 Der indiquent
respectivement la dérivée premiére et la dérivée seconde des valeurs de 'absorbance ; (b) spectre d’émission de
fluorescence ; excitation 2 280 nm et balayage de longueur d’onde entre 280 et 490 nm.

Analyse statistique
Les valeurs moyennes sont suivies des écarts types.

Traitement des enregistrements des tables
tragantes

Les enregistrements des tables tragantes ont été analysés
au scanner puis retracés a aide du logiciel Ungraph
(Biosoft, Cambridge, United Kingdom).

RESULTATS

La figure 1 représente les chromatogrammes de la 1
de la 2% chromatographie. Le 1 chromatogramme
est fait de 5 pics, le 1 pic étant un pic d’exclusion
moléculaire. Seul les fractions cotrespondant au 2™ pic
ont donné des temps de floculation appréciables : 8 2
50 mn selon les fractions. Les fractions correspondant
aux autres pics ont des maximum d’absorption
inférieurs a 250 nm et donnent sur du lait reconstitué
des temps de floculation supérieur a 2 H. Sur la figure 2,
est représenté le spectre UV avec les dérivés 1°° et
274 Ces courbes dérivées montrent clairement que le
maximum d’absotption se situe bien 4 278 nm. La fig-
ure 2, représente le spectre d’émission de fluorescence
avec un maximum d’émission de fluorescence au
voisinage de 330 nm. La figure 3 représente un
thermogramrhe avec son pic de dénatutation. Pour
les 4 cssais, la température au sommet de ces pics est
de 87,4 = 0,5 °C. La photographie de Iélectrophorese

d’un de Pextrait de I’Ongokea gore est donnée sut la fig-

~ure 4; on y compte quatre bandes protéiques ; ces
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protéines ont des masses moléculaires de 14.5, 42, 43
et 94 kDa.
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Figure 3: Thermogramme d’un aliquote
(127,2 mg) de Pextrait re-chromatographié des
écorces de ’'Ongokea gore.

Le tampon est de 'acide N-2 Hydroxyethylpiperazine-
N’-ethanesulfonique 15 mM, pH 7,5. Température
initiale du four 5 °C, température finale 130 °C;
cinétique 3,0 °C / mn; fréquence d’échantillonnage:
une mesure toutes les 0,80 s.
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Figure 4 : Electrophorése d’un aliquote de Pextrait re-chromatographié des écorces de POngokea gore.

L électrophorése est faite en présence d’un gradient de concentration de polyacrylamide en présence de sodium dodecyl
sulfate (SDS) sans agent dénaturant. La coloration du gel a été faite avec du bleu de Coomasie dans Pacide trichloracétique
4 12,5 % puis la décoloration par I'acide acétique 2 5 et 10 %. Les protéines de référence (Kat Electrophoresis de
Pharmacia Fine Chemicals) sont !’ o lactalbumine (14 kDa), Pinhibiteur trypsique (20 kDa), "anhydrase catbonique (30 kDa),
Povalbumine (43 kDa), la serum albumine bovine (67 kDa) et la phosphorylase b (94 kDDa).

Le symbole O. G. indique I Ongokes gore ; La lettre A indique le puits contenant Pextrait chromatographié des écorces de
YOngokea gore et B celui contenant le kit des protéines de référence.

e A
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DISCUSSION

Lextrait des écorces de I’Ongokea gore contient quatre
groupes de substances parmi lesquelles se trouvent les
tannins catéchiques décrits par VILLIERS (1973).
Plusieurs auteurs (ONER et AKAR, 1993) ont aussi
parlé de la composition hétérogéne des extraits de Ficus
carica. Une activité coagulante appréciable (temps de
floculation inférieure a 1 h) n’a été retrouvée que dans
les fractions cortespondant au 28m¢ pic. La re-
chromatographie du mélange des fractions de ce 2™
pic a donné un pic asymétrique traduisant 'hétérogénéité
de la composition : on y trouve des substances de
masse moléculaires voisines. Certaines ou toutes ces
substances donnent le spectre UV classique des
protéines avec un maximum au voisinage de 278 nm
(présence de la tyrosine et du tryptophane). La forte
turbidité observée est due a la présence des
chromophores dans la solution. Les spectres des
dérivés 19¢ et 2™ de la courbe d’absorbance montrent
sans ambiguité qu’il existe un seul maximum ; il est
logique de penser 4 la présences des protéines de com-
position trés voisine. Des tels cas des protéines ayant
des propriétés trés voisines ont été rencontrés dans les
extraits de Cynara cardunculus (CORDEIRO et al.,
1994). ONER et AKAR (1993) ont obtenu plusieurs
fractions A partir du latex des plantes. Le spectre de
fluorimétrie avec son maximum d’émission autour de
330 nm témoigne de la présence des résidus de tyro-
sine et de tryptophane donc des protéines. Les bandes

obtenues par electrophorése ainsi que leur nombre -

indiquent la présence de plusieurs substances protéiques.
Le fractionnement des extraits de Cynara cardunculns
(CORDEIRO et al., 1992 ; LLORENTE et al.,
1997), et de Onopordum turcium (TAMER, 1993) ont

conduit 4 obtention des protéines enzymatiques et dans

le cas de Cynara cardunculus CORDEIRO et al., (1994)
ont parlé de « cynarase 1, 2 et 3». La fraction active
des extraits des écorces de Ongokea gore pourrait Etre
constituée de 4 protéines de masse moléculaire 94, 43,
42, et 14,5 kDa que I’on pourrait aussi appeler
«ongokease 1, 2, 3 et 4».  Ces masses moléculaires
sont grossiérement divisibles par 15, ce qui laisse
également penser a des oligomeéres. La cyprosine, pro-
teinase extraite des fleurs du Cynara carduncnlys a une
structure oligomérique (CORDEIRO et al., 1994). Il
est aussi possible que I'auto-digestion soit a I'origine
de Iapparition de certaines bandes ; une telle auto-di-
gestion a été signalée par ASAKURA et al., (1997) au
cours de la purification des proteinase des grains de
riz. Des enzymes protéolytiques extraites des plantes
ont des masses moléculaires voisines de 21 kIDa pour
la protease extraite de Adbizia julibrissim (OTANI et
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al., 1991 ) entre 19 et 24 kDa pour Onapordum: turcicum
(TAMER, 1993), 49 kDa pour Cynara carduncnlns
(FIGUEIREDO et PAIS, 1990) et entre 53 et 57 kDa
dans les grains de riz (ASAKURA et al., 1997). Une
ou plusieurs des protéines actives de I'Ongokea gore sont
dénaturées par la chaleur au voisinage de 87,4 °C alors
qu’une enzyme trés répandue dans le monde végétal,
la ribulose 1,5-biphosphate carboxylase / oxygénase
est déja dénaturée 4 67,5 °C BEGHIN et al., 1993).
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