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RESUME

Activité protéolytique et conservation de I’extrait des écorces de 1’Ongokea gore

L’extrait coagulant étudié a été obtenu en macérant les écorces de ’Ongokea gore dans du CaCl, 2H,0 2 3 % (p/v). Les
caractéristiques des gels obtenus avec cet extrait ont &é comparés a celles obtenues avec la pepsine bovine et la présure ; leurs
activités protéolytiques ont aussi été comparées. La stabilité des activités coagulante et protéolytique de Uextrait des écorces
de I’Ongokea gore tout comme celle de la charge microbienne au cours de la conservation a différentes températures (- 18 a
+ 30 °C) pendant plusieurs jours (0 a 60 jours) ont été étudiées. La fermeté des gels obtenu avec du lait reconstitué a &é
mesurée a 1’aide du formagraph. La protéolyse a été mesurée sur une solution de caséine a 3 % (p/v) suivie de la détermination
de I’azote non protéique dans le filtrat trichloracétique a la concentration finale de 12 % (p/v). L activité coagulante est
obtenue en mesurant le temps de floculation du lait a 30 °C. Le dénombrement de la flore totale a éé fait sur milieu solide
Plate Count Agar (+ 30 °C, 3 jours), celle de la flore caséolytique sur milieu gélosé a base de lait (+ 30 °C, 3 jours). Les gels
obtenus avec les extraits des écorces de I’"Ongokea gore se raffermissent beaucoup plus lentement que ceux obtenus avec soit
la présure soit la pepsine. L’activité protéolytique des écorces de 1’Ongokea gore importante et non spécifique ; elle est au
moins huit fois supérieure a celle de la pepsine bovine et se poursuit encore au-dela de 8 h; elle admet un maximum a + 54 °C
pour ’extrait des écorces. La charge microbienne de 1’extrait brute des écorce de I’Ongokea gore est trés importante mais le
traitement préalable des écorces pulvérisées par 1’éthanol et I’hypochlorite permet d’assainir le milieu ; cette mesure d’hygiéne
s’impose donc dans toute préparation. A — 18°C, les activités coagulante et protéolytique diminuent rapidement dans les 5
premiers jours puis se stabilisent ; & + 4°C les variations ne sont pas significatives (p < 0,05) dans les 30 premiers jours par
contre 4 + 30 °C les pertes sont importantes (42 %). La charge microbienne croit avec ’augmentation de la température
d’une part et de la durée de conservation d’autre part. On suggére de conserver les extraits coagulants des écorces de 1’Ongokea
gore a +4°C pendant un maximum de 7 jours.
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ABSTRACT

Proteolysis and conservation of Ongokea gore barks extracts

By macerating the barks of Ongokea gore in 3 % CaCl,. 2H,0, an extract that coagulated milk was obtained. The character-
istics and proteolytic activity of the gels obtained with the extract were compared to those obtained with bovine pepsin and
rennet. Studies were carried out for several days (0 to 60) on the stability of the coagulation and proteolytic activities of
extracts of Ongokea gore barks. These were equally carried out on microbial load in the course of conservation at different
temperature (- 18 to + °C). The hardness of gels obtained with reconstituted milk was measured with a formagraph.
Proteolysis was determined on 3 % (w/v) casein solution. This was followed by determination of non protein nitrogen in the
trichloroacetic acid filtrate at a final concentration of 12 % (w/v). The coagulating activity was obtained by measuring the
milk clotting time at 30 °C. The counting of total flora was done on solid plate count agar medium (30 °C, 3 days). That of
the caseolytic flora was done on milk based gel medium (30 °C, 3 days). The growth of the firmness of gels obtained with
Ongokea gore barks extracts was lower than that obtained with either bovine pepsin or rennet. The proteolytic activity of
Ongokea gore barks was significant and non specific. It was at least cight times greater than that of bovine pepsin. Its
maximum activity was around 54 °C. The microbial load of raw extract of Ongokea gore was very high but the treatment of
Ongokea gore bark with both ethanol and sodium hypochlorite allowed for the reduction of this microbial load; so hygienic
measures are necessary for this preparation. Coagulating and proteolytic activities diminished rapidly at — 18 °C during the
first 5 days then stabilised whereas at + 4 °C, there was no significant variation (p < 0.05) during the first 30 days. On the
other hand at + 30 °C loses are significant (42 %). The microbial load increased with increase in temperature on one hand and
on the other hand the length of conservation. It is suggested that extracts of Ongokea gore barks can be conserved at +4°C
for a maximum of 7 days and employed for coagulating milk.
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INTRODUCTION

La présure est abondamment utilisée dans I’industrie fromagére cependant sa rareté et les difficultés de son
approvisionnement conduisent les chercheurs a trouver d’autres sources d’extraits coagulants non seulement
a partir des micro-organismes mais aussi a partir des végétaux : Albizia julibrissin (OTANL et al,, 1991,),
Bennicasa cerifera (GUPTA et ESKIN 1977), Calotropis procera (AWORH et MULLER 1987), Carica
papaya (HAMDY et al., 1976), Cartamus tintorius (TAVASOLIAN et SHABBAK 1979), Cynara
(CORDEIRO et al., 1992; MACEDO et al., 1993) ,Onopordum turcicum (TAMER, 1993) et Wrightiana
calysina (HOSONO 1985; OTANI et al., 1985; OTANI ef al., 1991;). Certaines de ces protéases ont été
utilisées avec succés en fromagerie (VIERA DE SA ¢t BORBOSA, 1972 ; ERNSTROM et WONG, 19383).
Le fromager appréciera d’autant plus un nouvel extrait coagulant qu’il a des caractéristiques proches de la
présure voire de la pepsine bovine. Parmi les critéres de choix d’un extrait coagulant figurent ses
caractéristiques physico chimiques, ses activités coagulante et protéolytique, sa charge microbienne et son
aptitude a la conservation. GORRETA, 1980 a proposé des valeurs limites de la densité, de la matiere séche
et de la matiére organique. Le temps de floculation et par suite ["activité coagulante permettent de connaitre
la force d’un extrait coagulant et donnent au fromager une idée sur la fermeté du gel donc sur le temps de
tranchage du caillé. Un extrait coagulant trés protéolytique conduit a une hydrolyse poussée des casé€ines «
B et x ; il s’en suit des pertes des substances azotées dans le lactosérum et donc baisse du rendement
fromager ; de plus les fragments peptidiques de la caséine B pourraient donnent un goiit amer aux fromages.
L’extrait coagulant doit étre indemne des germes pathogénes qui pourraient se développer d’autant mieux
dans le lait pasteurisé que celui-ci aura été assaini. Le cas échéant, des conséquences néfastes se
manifesteront sur les fabrications fromagéres. Enfin les fromagers apprécieront d’autant plus un extrait
coagulant qu’il a une bonne aptitude a la conservent : stabilité des activités coagulante et protéolytigue tout
comme celle de la flore microbienne. En dehors de WOMENI ef al., (1997) les chercheurs ne se sont pas
intéressés a ’action des extraits des écorces de I’Ongokea gore sur le lait. L’objectif de ce travail est de
préparer un extrait coagulant 4 partir des écorces de ’Ongokea gore, de comparer les caractéristiques du gel
obtenu avec cet extrait a celles obtenues avec de la présure et la pepsine bovine, de comparer les activités
protéolytiques de ces extraits coagulants et de suivre la conservation de I’extrait des écorces de I’Ongokea
gore. L’Ongokea gore est un arbre de la forét tropicale humide rencontrée au Cameroun, au Ghana et a
I’ex-Zaire (ASHIABOR, 1972; VILLIER, 1973). Il mesure 8 4 10 m de haut et peut étre identifié par la
taille de son tronc, son écorce et ses feuilles (DETIENNE, 1991); son bois jaune est naturellement résistant
contre la biodégradation due aux moisissures et aux termites (TSUNODA, 1990) et ses fruits contiennent des
acides gras acétyléniques incorporés aux triglycérides (MILLER et al., 1977,, 1977;). L’écorce de cet arbre
n’est pas utilisée en agro alimentaire mais dans la pharmacopée africaine. La décoction de I’écorce est
utilisée comme boisson purgative au Gabon (RAPONDA — WALKER et SILLIANS, 1961). Au Congo,
pour garantir aux bébés de belles selles, on frotte les écorces fraiches de I’Ongokea gore sur le bout des seins
si bien que le bébé absorbe le reméde en méme temps que le repas ; ce traitement a aussi I’avantage
d’augmenter la sécrétion lactée et de prévenir les abcés des seins (BOUQUET, 1969).

MATERIEL ET METHODES

Mesures physico chimiques

La densité est obtenue par pesée des volume connus a 30 °C. La matiére séche a été déterminée par séchage
a [’étuve a 105 °C jusqu’a poids constant, les cendres par incinération au four a moufle a 550 °C, la matiere
organique par différence entre la matiére séche et les cendres et ’azote par Kjeldahl selon le
I’ASSOCIATION FRANCAISE DE NORMALISATION (1980).

Réactifs, substrats et extraits coagulants

Tous les réactifs chimiques (NaOH, HC], tyrosine, CaCl,, H,O ...etc) sont de de Riedel de-Haén
(Seelze, Allemagne) ; le réactif de Folin Ciocalteu est de Sigma (Saint Louis, Missouri, U.S.A.).

Le poudre de lait (spray low heat, lot N° 4) provient de I’Institut Nationale de la Recherche
Agronomique (Poligny, France). Le lait reconstitué (substrat de Berridge) est obtenu en dissolvant 12 g de la
poudre de lait dans 100 mL de CaCl,, 2H,0 0,01 M.

La présure (essais au formagraph, 99,5 % d’activité due a la chymosine ) est des Etablissements Boll
(Arpajon, France) et celle (Extrait de présure Carlin) utilisée pour calibrer I’extrait végétal est de Texel
(Groupe Rhdne — Poulenc, Dangé — Saint — Romain,.France) ; elle contient un minimum de 520 mg de
chymosine par litre et sa force est de 1/10 000. La pepsine bovine en poudre est de Riedel de-Haén (Seelze,
Allemagne).
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L’Ongokea gore a été identifié a Makak (agglomération située a 3°33 longitude est, 11°02” latitude
nord; LETOUZEY, 1968) par les services de I’Office Nationale de la Régénération des Foréts (ONAREF).
Ses écorces fraiches ont été prélevées puis tamisées (mailles du tamis: 2 mm). Ces écorces sont
éventuellement stérilisées par la méthode décrite par FIGUEIREDO et al., 1987 : immersion dans 1I’ethanol
(70 %) pendant 30 mn puis dans ’hypochlorite de sodium (6 %) pendant 30 mn. L’extrait coagulant de
P’Ongokea gore est obtenu en macérant 75 g de poudre des écorces fraiches de I’Ongokea gore dans 100 ml
de CaCl,, 2H,0 a 3 % (4 °C, 12 h) en présence de H;BO; a 2 % (v/ v) (ANIFANTAKIS et al., 1980) suivi
d’une filtration sur papier whatman et d’une centrifugation (10 000 g, 4 °C, 15 mn). Le surnageant a été
traité de deux faqons dans un cas on a procédé a une filtration a travers des membranes de porosité 2 p
(Millipore) et 4 une concentration par ultrafiltration dans une cellule Amicon (Amicon, Epemon, France) a
P’aide d’une membrane ayant un seuil de coupure de 10 k Da ; Pultrafiltration est arrétée quand le temps de
floculation obtenu avec le concentrat, était de 20 mn environ ; il a été vérifié que Iactivité coagulante de
'ultrafiltrat était négligeable devant celle du concentrit. Dans un autre cas cet extrait est dessalé par dialyse
contre de I’eau distillée (4 °C, 48 h) avec une membrane ayant un seuil de coupure de 3,5 k Da puis stérilisé
par filtration (filtres Sartorius Minisert de porosité 0,2 pm).

Déterminations de 1’activité coagulante et de la force des extraits coagulant

La mesure du temps de coagulation se fait par la méthode de BERRIDGE (1952) et COLLIN et al.
(1977) en mettant 10 ml de lait reconstitué et 0,5 ml de solution coagulante dans un tube a essais plongé au
bain-marie a 30 °C. Le temps de floculation (t) est celui qui s’écoule entre I’introduction de I’extrait
coagulant dans le tube a essai et le moment ou il se forme un mince film sur les parois intérieures de ce tube
a essai. L’activité coagulante est exprimée en unité pre'sure (UP). Une unité présure est la quantité
d’enzyme contenue dans 1 ml de solution coagulante et qui peut coaguler 10 ml de substrat en 100 secondes
4 30 °C autrement dit

UP=10xV/txv
V et v sont respectivement les volumes (ml) du lait et de I’extrait coagulant et t le temps de floculation
exprimé en seconde.

Les activités coagulantes de 18 échantillons d’extrait des écorces de I’Ongokea gore repattis en 3
lots et conservés le 1 a - 18 °C, le 2°™ 3+ 4° C et le 3°™ a + 30 °C (3 températures) pendant 9 périodes (0 &
60 jours) (dispositif expérimental en split plot 3 x 9) ont été déterminées. Les expériences ont été répétées 3
fois.

La force d’un extrait coagulant est représentée par un rapport de quantité entre un certain volume
d'extrait coagulant et un certain volume de lait amené a coaguler dans des conditions déterminées (40 mn a
+35 °C). La force de I’extrait coagulant des écorces de 1’Ongokea gore (F,) a été calculée par rapport a une
_ présure de référence préalablement étalonnée et de force F, selon la relation suivante

Fy xt, xc, =Fxt, xc,

Avec ¢, et G, t, et t, respectivement les concentrations et les temps de coagulations des extraits coagulants
inconnu et de référence.

Mesures de Pactivité protéolytique

L’activité protéolytique a été déterminée suivant deux méthodes : la méthode de BERGVIST,

1963 et VANDERPOORTEN et WECKX, 1972 suivie de 1’expression de la protéolyse en mg de tyrosine
- par ml de solution selon Lowry et al., (1951) puis la méthode de ROWLAND (1938) et GARNIER (1957)
suivie de la détermination de 1’azote par la méthode de Kjeldalh.

Les dilutions extraits coagulants (extraits des écorces de I’Ongokea gore, pepsine bovine et présure)
donnent le méme temps de floculation avec substrat de Berridge.

A 10 ml de solution de caséine de vache (Fluka Chemie, Buchs, Suisse) 3 3 % (p/v) dissoute dans du
tampon phosphate 25 mM pH 6,7, on ajoute 1 ml d’extrait coagulant; aprés incubation pendant 1 h a des
températures comprises entre 30 et 70 °C, on y ajoute 11 ml d’acide tricloroacétique a 24 % (p/v) puis on
filtre la solution obtenue (BERGVIST 1963 ; VANDERPOORTEN et WECKX, 1972). Ensuite, on ajoute a
ces filtrats trichloracétiques et a des solutlons de tyrosine de concentration variable un mélange de Na,CO; a
2 % (p/v) dans NaOH 0,1 N, du CuSO4,5H,0 0,05 % (p/v) et du réactif de Folin Ciocalteu ayant une acidité
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de titrable de 1 N (LOWRY et al,, 1951). On détermine ensuite les densités optiques a 750 nm contre un
blanc. Les mesures d’absorbance sont converties en mg de tyrosine par m! a partir d’une courbe étalon et
Iactivité protéolytique est exprimée en milligrammes de tyrosine par mi de solution.

L’activité protéolytique est aussi déterminée selon ROWLAND (1938) et GARNIER (1957) : elle est
mesurée a 40 °C sur une solution de caséine a 3 % (p/v) dans du tampon phosphate 25 mM pH 6,7 et
additionnée de 10 % (v/v) d’extrait coagulant. La réaction est arrétée en mélangeant un volume d’aliquote
avec un méme volume d’acide trichloroacétique a la concentration finale de 12 % (p/v) ; L’azote non
protéique (NPN) contenu dans le filtrat trichloracétique tout comme I”azote total (NT) du mélange solution
de caséine / extrait coagulant sont dosés par la méthode de micro kjeldalh ; le coefficient k = 6,37 permet de
convertir la quantité d’azote totale en quantité de protéine. On calcule la variation de la quantité de ’azote
non protéique (A NPN) entre les temps t (NPN,) et to, moment oli on mélange la solution enzymatique avec le
substrat (NPNo); ce qui donne NPN,-NPN,. Cette différence exprimée en pour cent d’azote total du milieu
(NT) est appelée % A NPN / NT autrement dit :

% ANPN/NT = 100 x (NPN-NPN,) / NT
Trois types d’extraits coagulants (extrait des écorces de I’Ongokea gore, pepsine bovine et de présure) sont
incubés avec de la caséine pendant 7 périodes allant de 0 a 500 mn (dispositif expérimental en split plot
3 x 7). Toutes les expériences ont été répétées 4 fois. Par ailleurs 3 lots de 9 échantillons d’extrait des
écorces de I’Ongokea gore ont été conservés le 1% a — 18 °C, le 2°™ 3 + 4° C et le 3°™ a + 30 °C
(3 températures). La durée de la conservation s’est étalée sur 9 périodes comprises entre 0 a 60 jours
(dispositif expérimental en split plot 3 x 9).

Mesures au formagraph
Les dilutions extraits coagulants (extraits des écorces de I’Ongokea gore, pepsine bovine et présure) donnent
le méme temps de floculation avec substrat de Berridge.

La coagulation du lait est suivi par le formagraph (Foss Electric, Paris, France) a 35 °C. Le
formagraph est formé (Figure 1,) d’un pendule plongeant dans un godet contenant du lait emprésuré et qui
est entrainé au fur et a mesure de la coagulation par le mouvement latéral du godet. L’enregistrement de la
déviation du pendule se fait sur un papier photosensible se déroulant a une vitesse de 2 mm / mn. Les godets
sont remplis de 10 ml de lait et de 0,2 ml d’extrait coagulant. On nomme r (Figure 1;) le temps de
coagulation qui s’écoule entre I’emprésurage et le moment otr I’écart entre les deux branches du
formagramme atteint 1 mm, Ky le temps de raffermissement qui s’écoule entre la fin de r et le moment ou
I’écartement des deux branches du formagramme est de 20 mm et A3, 1’écart entre les deux branches du
formagramme 30 mn apreés ’addition de I’extrait coagulant. Les mesures ont été faites 6 fois et les valeurs
moyennes suivies des écart-types calculées. Quelques formagrammes ont été digitalisés au scanner puis
retracés avec le logiciel de dessin Ungraph (Biosoft, Cambridge, Royaume Uni).

14 7

12+

Temps (mn)

Figure 2 : Formagrammes obtenus par la coagulation du lait avec Pextrait des écorces de ' Ongokea gore (OG),
1a pepsine bovine (PB) et 1a présure (PR)

Les godets sont contiennent 10 ml de lait reconstitué et 0,2 ml d’extrait coagulant ; la réaction se fait a 35 °C ; la
vitesse du déroulement du papier photosensible est de 2 mm / mn. Les formagrammes ont été digitalisés au scanner
puis retracés avec le logiciel de dessin Ungraph de Biosoft (Cambridge, Royaume Uni).
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Analyses microbiologiques

Le dénombrement de la flore totale a été fait sur milieu solide Plate Count Agar (PCA ) selon la technique de
dilution décimale a 30 °C pendant 3 jours (BOURGEOIS, 1980) et celui de la flore caséolytique sur milieu
gélosé a base de lait (15 ml de gélose a 2,5 %, agar fondu et 5 ml de lait écrémé) a 30 °C pendant 3 jours
(PLUSQUELLEC, 1980, BEERENS et LUQUET, 1987).

Analyses statistiques
Les résultats sont traités par I’analyse de variances par ANOVA suivi d’un classement des moyennes par le
test a intervalles multiples de Duncan en utilisant le logiciel SAS®(1985). -

RESULTATS

L’écorce de I’Ongokea gore a une épaisseur variable entre 18 et 21 mm, sa teneur en matiére seche est de
64,3 + 0,9 % (m/m), sa teneur en cendres de 7,0 £ 0,9 % (m/m); elle contient 0,86 + 0,09 % (m/m)d’azote
(moyenne de 10 essais). Les caractéristiques physico-chimiques suivants ont été obtenus pour I’extrait
d’Ongokea gore pH 3,9 0,0, densité 1,011 + 0,008, matiére séche 6,1 0,2 % (m/v), cendres 1,8 £ 0,3 %
(m/v), matiére organique (calculée par différence entre la matiére séche te les cendres) 4,3 £ 0,5 % (m / v) et
azote total 0,23 £ 0,02 % (m/v). Avec k ~ 6,25, la teneur en protéine de I’extrait est de 1,44 % (m/v)

Le temps de coagulation avec la seule solution de CaCl,, 2H,0 a 3 % (essai a blanc) était supérieur a
24 h donnant ainsi une force négligeable. En macérant 75 g d’écorce fraiche de I’'Ongokea gore dans 100 ml
de CaCl,, 2H,0 a 3 % (4 °C, 12 h) en présence de H:BQ; a 2 % (v/v), on a obtenu un extrait coagulant ayant
une force de 1/50.

La figure 2 montre les formagrammes obtenus avec la présure, 12 pepsine et I’extrait des écorces de
I’Ongokea gore. Pour des temps de coagulation de 21 *+ 1 mn, les valeurs de ko et Az, sont respectivement
pour I’extrait des écorces de I'Ongokea gore, la pepsine bovine et la présure de 14 +2, 8,6 £ 0,5,
57+09mnet 18 +7,24 +3,31 +5mm. Pour des temps de coagulation pratiquement identiques, les
temps de raffermissement des gels décroissent dans 1’ordre : présure, pepsine bovine, extrait des écorces de
1’Ongokea gore. Le tableau 1 montre les caractéristiques des extraits des écorces de I’Ongokea gore bruts et
ceux traités a la fois par I’éthanol 2 70 % (30 mn) et 'hypochlorite de sodium a 6 % (30 mn). Les activités
coagulante et protéolytique aprés les traitements a I’éthanol et a ’hypochlorite de sodium diminuent
(p < 0,05) mais le milieu est assaini en germes totaux et caséolytiques. Sur la figure 3 sont représentées les
évolutions des activités protéolytiques sous les actions de la présure, la pepsine bovine et I’extrait des
écorces de I’Ongokea gore (Tracé par interpolation). L’activité protéolytique de I’extrait des écorces de
1’Ongokea gore est au moins quatre fois plus importante dans les 30 premieres minutes que celles de la
présure ou celle de la pepsine bovine ; cette activité protéolytique se poursuit méme au-dela de 8 h.
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Figure 3 : Cinétique des activités protéolytiques de I'extrait des écorces de I'Ongokea gore, de Ia pepsine bovine et de

la présure.
A une solution de caséine & 3 % (p/v) dans du tampon phosphate 25 mM pH 6,7 (40 °C) est ajoutée 10 % (v/v) d'extrait coagulant. La réaction est
arrétée en mélangeant un volume d’aliquote avec un méme volume d’acide trichloroacétique a la concentration finale de 12 % (p/v) ; L 'azote non
protéique (NPNj dans le filtrat trichloracétique tout comme l'azote total (NT) du mélange solution de caséine / extrait coagulant sont dosés
par la méthode de micro kjeldalh. On calcule la variation de la production de I'azote non protéique (A NPN) entre les temps t (NPN) et to, moment
ou on mélange la solution enzymatique avec le substrat (NPNgl; ce qui donne NPN,-NPNy. Cette différence exprimée en pour cent d'azote total du
milieu NT est appelée % ANPN / NT autrement dit :

% ANPN /NT = 100 x (NPN;-NPNg) / NT

Les courbes sont obtenues par intrapolation
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Figure 4 : Activité protéolytique de I’extrait des écorces de I’Ongokea gore, en fonction de la température.

Incubation entre 30 et 70 °C pendant 10 mn de 10 ml de la solution de caséine a 3 % (p/v) dans du tampon phosphate 25 mM pH 6,7¢t de 1 ml de
Uextrait coagulant & différentes températures (entre 30 et 70 °C) pendant 10 mn. L azote non protéique dans le filtrat tricloracétique & 24 % (p/v) est
exprimée en mg de tyrosine par ml selon la méthode de Lowry et al., (1951) et azote totale calculée par la méthode de Kjeldalh est convertie en

protéine avec k=6,37.
Il s’agit d'une courbe de tendance {polynome d’ordre 2, d’équationy = - 0, 0021 3 + 02259 x — 4,5702 avec R = 0,85) ; son maximum (point ot la
dérivée premiére s’annule) se trouve & une température de 54 °C.

Tableau 1 : Caractéristiques des extraits des écorces de ’Ongokea gore.

FExtrait bruts et celui traité a la fois a ’éthanol a 70 % (30 mn) puis & I'hypochiorite de sodium a 6 % (30 mn). Activité
coagulante en unité présure obtenue aprés détermination du temps de coagulation par la méthode de Berridge (1952).
Activité protéolytique obtenue par dosage (méthode de kjeldalh) de I’azote total (NT) puis de 1’azote non protéique
(NPN) dans le filtrat trichloracétique a la cocentration finale de 12 % ; % A symbolise le pourcentage de variation.
Dénombrement de la flore totale et de la flore caséolytique respectivement sur milieu solide Plate Count Agar (PCA) et
sur milieu gélosé a base de lait.

Extrait brat Extrait traité a ’éthanol puis a
I’hypochlorite de sodium
Activité coagulante (UP : unité 0,03 £0,00 0,03 0,00
présure)
Activité protéolytique 5,33 +0,63 5,27 1,00
(%o ANPN / NT)
Germes totaux (ufc / ml) 9x10°£1x10° 1,0 £0,0
Germes caséolytiques (ufc / ml) 85 x 10° +2 x 10° 1,5+0,0

L’effet de la température sur ’activité protéolytique est donné par la courbe de tendance de la figure N° 4 ; 1l
s’agit d’une courbe de tendance (polynome d’ordre 2 et d’équation y = - 0,0021 x> +0,2259 x — 4,5702 avec
R? = 0,85) ; son maximum (point ou la dérivée premiére s’annule) se trouve a une température de 54 °C. Les
courbes des figures 5 et 6 tracées par interpolation montrent les variations des activités coagulante et
protéolytique des extraits des écorces de 1’Ongokea gore conservés a — 18, + 4 et + 30 °C. Aprés un jour
d’incubation, on constate qu’il n’y a pas de différences significatives (p < 0,05) entre les activités coagulante
et protéolytique des extraits conservés a + 4 et a + 30 °C par rapport aux activités initiales par contre a —

18 °C on note une chute de ces activités aprés une seule journée d’incubation. A + 30 °C et apres 5 jours, on
note une baisse significative des activités coagulante et protéolytique; cette chute se poursuit jusqu’au
40*™ jour (baisse minimale). Aprés 60 jours on constate une augmentation significative des activités
coagulante et protéolytique mais également des flores totale et caséolytique (Tableau 2). A +4 °C les
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activités coagulante et protéolytique des extraits des écorces de I’Ongokea gore ne sont pas significativement
différentes (p < 0,05) aprés 60 jours toutefois aprés 20 jours d’incubation, la charge microbienne devient
importante. A — 18 °C les activités coagulante et protéolytique des extraits des écorces de I'Ongokea gore
atteignent leur valeur minimale aprés 12 jours puis restent constantes jusqu’au 60™™ jour.

Tableau 2: Evolution des flore totale et caséolytique
Le dénombrement de la flore totale a été fait sur milieu solide Plate Count Agar (PCA ) sclon la technique de dilution décimale.

L’incubation a été faite 4 30 °C pendant 3 jours. Le dénombrement de la flore caséolytique sur milieu gélosé a base de lait (15 ml de
gélose a 2,5 %, agar fondu et 5 ml de lait écrémé). L’ incubation a ét¢ fait a 30 °C pendant 3 jours.

Flore totale (ufc / mi) Flore caséolytique (ufc / mi)
Durée -18°C +04 °C +30°C -18°C +04°C +30°C
(jours)
0 0 0 0 2 2 2
1 3 0 0 0
3 0 0 3 2 0
5 0 0 1
10 4 8 2 x 10° 0 0 0
20 0 5% 10° 5 % 107 1 1 x10° 70
30 0 3 %x10° 7 x 108 3 2 x 107 4 x10°
40 1x10° 1 x10° 6 x 10° 0 1 x10°
60 2 x 10 5x10° 1 x 10" 4 3 x 107 2 x 10°
DISCUSSION

Les écorces de 1’Ongokea gore sont dures ; elles sont faites d’une grande quantité de matiere seche..
L’extrait des écorces de I’Ongokea gore a une densité de 1,027 se retrouve au voisinage de la fourchette
(1,12 a 1,14) des valeurs conseillées pour les présures (GORRETA, 1980) ; ses matiére seche et organique
sont plus faibles que ce que prone ce méme auteur : 20 a 25 % et 8 % respectivement. La relative grande
quantité des cendres s’explique par la présence des sels de calcium dans la saumure ; cet extrait contient des
substances azotées dont la nature n’a pas encore fait encore d’un travail publié. Toutefois si toute I’azote de
Iextrait est sous forme protéique, la teneur en protéine de cet extrait est de 1,44 % (m/ v) avec k ~ 6,25.
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Figure § : Cinétique de P’activité coagulante de I’extrait des écorces de I’Ongokea gore conservé i différentes
températures.
La mesure du temps de coagulation se fait par la méthode de Beyridge (1952) et Collin et al. (1977) en mettant 10 ml (V) de lait
reconstitué et 0,5 ml (v) de solution coagulante dans un tube a essais plongé au bain-marie & 30 °C. Le temps de floculation (1) en
seconde est celui qui s ’écoule entre lintroduction de l’extrait coagulant dans le tube & essai et le moment ot il se forme un mince
Jilm sur les parois intérieures de ce tube a essai. L ’activité coagulante est exprimée en unité présure (UP).
UP=10xV/txv

Les courbes sont obtenues par intrapolation
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Aprés 15 mn d’incubation, D’activité caséolytique des extraits des écorces de I’Ongokea gore est
significativement différentes (p < 0,05) de celles de la présure et de la pepsine bovine. La vitesse initiale
(tg o) d’hydrolyse de la caséine (V;) par I’extrait des écorces de I’Ongokea gore (0,305) est 4,2 fois
supérieure i celle obtenue par la pepsine bovine (0,073) et 3,9 fois celle obtenue par la présure (0,079).
Cette activité n’est pas spécifique ; aprés 8 h d’incubation la protéolyse de la caséine due a I’extrait des
écorces de I’Ongokea gore est 6 a 7 fois plus grande que celle qui est due a I’action de la pepsine bovine.
Cette forte activité caséolytique des protéases d’origine végétale est bien connue dans diverses especes
végétales (ERNSTROM et WONG 1983). L’allure de la courbe (figure 3) montrant un maximum d’activité
protéolytique a + 54 °C laisse penser a une ou plusieurs protéases présentes dans les extraits des écorces de
1’Ongokea gore ayant toutes des propriétés trés voisines. Cette température optimum de protéolyse de la
caséine est supérieure a celle de la présure traditionnelle (+ 40 °C) mais elle est comparable a celle de
P’enzyme extraite d’Onorpordium turcicum (+ 55 °C) (TAMER, 1993). La ou les substances actives
présentes dans les extraits des écorces de I’Ongokea gore sont relativement stables a la chaleur mais perdent
leurs activités pendant la congélation. En plus des tannins (VILLIERS, 1973) une ou plusieurs protéases
diffusent en solution au cours de la macération. Ces protéases perdent leurs activités aprés une congélation
d’une journée et 5 jours aprés une incubation a + 30 °C. La stabilité d’une protease de I’estomac de poule a
été constatée entre + 30 et + 35 °C (KHAN ef al., 1985), celle des feuilles de Calotropis procera a 4 °C
(OGUDIWIN et OKE, 1983). La forte concentration en CaCl,, H,O accrue dans certaines zones au cours de
la congélation pourrait expliquer la déstabilisation des protéases de I’Ongokea gore. Cette déstabilisation
pourrait étre aussi due aux caractéristiques propres de la protéase ; en effet, on connait plusieurs protéines
qui ne se conservent pas trés bien a basse température : la myoglobine et du lysozyme sont dénaturées ades
températures inférieures a 0 °C (LAPANIE, 1978; CHEN et SCHELLMAN, 1989) ;la L thréonine
desaminase est inactivée a 0 °C et plusieurs protéines comme la protéine 11 S de soja, les gliadines, les
protéines du lait et de I’ceuf s’agrégent et precipitent quand elles sont amenées aux températures de
congélation (CHEFTEL et al., 1985). Les écorces brutes prélevées dans la nature peuvent avoir des
contaminations les plus diverses ; elles sont donc susceptibles de contaminer les solutions de macération a
divers degrés, ce qui pourrait expliquer les charges microbiennes rencontrées dans les extraits bruts des
écorces de I’Ongokea gore. Par contre le traitement par de I’éthanol puis de I’hypochlorite de sodium
permet d’assainir cet extrait. Cette mesure d’hygiéne s’avére capitale pour I’obtention d’un produit de
bonne qualité et qui devrait se conserver mieux. L’augmentation des activités coagulante et protéolytique
des extraits des écorces de ’Ongokea gore aprés 60 jours d’incubation a 30 °C serait due a la charge
microbienne relativement élevée (10'" pour la flore totale et 10° germes / ml pour la flore caséolytique).

« Emprésurer » le lait avec un extrait coagulant contenant une importante flore caséolytique aurait des
conséquences néfastes sur la fabrication fromagére : hydrolyse poussée des caséines suivie de la perte des
fragments peptiques dans le lactosérum et de la baisse du rendement fromager ; hydrolyse de la caséine P et
apparition des peptides pouvant donner au fromage un gott amer ; activité protéolytique trés importante au
cours de I’affinage. 1l parait raisonnable de conserver les extraits coagulants des écorces de I’Ongokea gore
au réfrigérateur (+ 4 °C) et de les utiliser dans les 7 jours qui suivent.
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Figure 6 : Cinétique de Iactivité protéolytique de ’extrait des écorces de I'Ongokea gore conservé a différentes températures.
A une solution de caséine & 3 % (p/v) dans du tampon phosphate 25 mM pH 6,7 (40 °C) est ajontée 10 % (v/v) d'extrait coagulant. La réaction est
arrétée en mélangeant un volume d’aliquote avec un méme volume d’acide trichloroacétique & la concentration finale de 12 % (p/v) ; L’ azote non
protéigue (NPN) contenu dans le filtrat trichloracétique tout comme 'azote total (NT) du mélange solution de caséine / extrait coagulant sont dosés
par la méthode de micro kjeldalh. On calcule la variation de la production de l'azote non protéique (A NPN) entre les temps t (NPN)) et to moment
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oit on mélange la solution enzymatique avec le substrat (NPNy); ce qui donne NPN-NPNy. Cette différence exprimée en pour cent d’azote total du
milieu NT est appelée % ANPN / NT autrement dit :
% ANPN /NT = 100 x (NPN~-NPNgy / NT

Les courbes sont obtenues par intrapolation

Le caillé obtenu avec I’extrait des écorces de 1’Ongokea gore se raffermit trés lentement, 2 a 3 trois
plus lentement que ceux obtenus avec la pepsine bovine ou la présure ; et méme 30 mn apres
« emprésurage », la consistance du caillé obtenu avec I’Ongokea gore est moins ferme que ceux obtenus
avec la pepsine bovine ou la présure. De par son activité protéolytique trés élevée 1’extrait des écorces de
I’Ongokea gore ne pourra avoir qu’une application trés limitée en fromagerie (fabrication des pates fraiches,
mélange avec d’autres enzymes coagulants) ; par contre tout comme dans le cas des autres enzymes
d’origine végétale comme la papaine, la bromeline (MYEONG et al., 1993 ; AISHIMA et al., 1996 ; IL
SHIN CHOE YON JIN PARK et al., 1996) les extraits purifiés de I'Ongokea gore pourront intervenir dans
Pattendrissement la viande ou dans la modification les propriétés fonctionnelles des protéines.
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