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Résumé  

        Le but  d'étude est de produire et d'étudier les propriétés de l'enzyme protéase, produite 

par la levure isolée du sol du désert algérien d'El Oued ( Chatte ). Quatre types de levures ont 

été isolés, et ces espèces ont été sélectionnées en utilisant un milieu de traitement lait gélosé 

stérile, avec 5% de caséine. Lorsque les résultats obtenus ont montré que quatre souches de 

levure ont la capacité de produire une protéase pour cette substance .  

       En étudiant les caractéristiques des phénotypes, il nous est apparu que les quatre types de 

souches de levure différentes: Cryptococcus neoformans pour souche 01, la souche 02 sont 

Coccidioides Malbranchea , que ce soit la souche 03 sont  Onychocola canadensis, et la 

souche 04 Neoscytalidium . Après avoir procédé à des analyses physico-chimiques de jus 

dattes, obtenus par les résultats ont montré que le jus de dattes est très riche en sucres  

pourcentage estimé (70%), qu'il est approprié pour la culture de levure isolée à partir du sol, 

et est responsable de la production des caséines analyste de la protéase. On a également 

étudié la production de l'enzyme dans le centre d'un milieu liquide stérile, à l'intérieur d'un 

des flacons en verre stériles avec une capacité de 200 ml contenant chacun 50 ml du centre de 

l'implant, où (température 30 ° C et pH 5).   

            Dans ces conditions, la masse des cellules produites à 38 g / l et l'activité enzymatique 

ont été estimées à 1700 unités, telles qu'obtenues au cinquième jour d'incubation.. En étudiant 

et en comparant de production de la protéase  à des degrés divers, ont été sélectionnés souche 

1 Cryptococcus neoformans, produisant une souche  meilleure  par rapport au des autres 

espèces. 

           En fin de compte, les résultats obtenus ont montré par la purification de l'enzyme, en 

utilisant une centrifugeuse spéciale, pour séparer l'enzyme à partir des cellules de levure et le 

reste des composants de la centrale de l'implant, où la température de 4 ° et la rotation vitesse 

du cycle 9000 pendant 20 minutes, plus Dialyse technologie, que nous utilisons dans lequel 

une membrane spécifique du type de Spectra / Por® 3, pour séparer l'enzyme à partir des sels 

restants à la suite de l'utilisateur de sulfate d'ammonium au cours de l'expérience, de sorte que 

nous avons pu finalement et à travers ces techniques pour obtenir la protéase  avec un 

caractère liquide du produit pure par la levure isolée de reproduction saharien algérien dans la 

Wilayat d'El Oued. 

 Mots-clés: protéase, levure, jus de dattes, purification, Cryptococcus neoformans, Spectra / 

Por® 3. 



 

Abstract  

The aim of the study is to produce and to study the properties of the protease enzyme, 

produced by the yeast isolated from the soil of the Algerian desert of El Oued (Chatt). Four 

types of yeasts were isolated, and these species were selected using sterile milk agar with 5% 

casein. When the results obtained showed that four yeast strains have the ability to produce a 

protease for this substance. 

           By studying the characteristics of the phenotypes, it appeared to us that the four 

different types of yeast strains: Cryptococcus neoformans for strain 01, the strain 02 are 

Coccidioides Malbranchea , that it is the strain 03 are Onychocola canadensis, and the strain 

04 Neoscytalidium. After conducting physicochemical analyzes of juice dates, obtained by the 

results showed that the dates juice is very rich in estimated percentage (70%) sugars, that it is 

suitable for the yeast culture isolated from the soil, and is responsible for producing casein 

analyte protease. The production of the enzyme in the center of a sterile liquid medium was 

also studied inside one of the sterile glass vials with a capacity of 200 ml, each containing 50 

ml of the center of the implant, where (temperature 30 ° C and pH 5.) 

            Under these conditions, the mass of the cells produced at 38 g / l and the enzymatic 

activity were estimated at 1700 units, as obtained at the fifth day of incubation. By studying 

and comparing production of the protease with various degrees, were selected strain 1 

Cryptococcus neoformans, producing a better strain compared to the other species. 

           In the end, the results obtained showed by the purification of the enzyme, using a 

special centrifuge, to separate the enzyme from the yeast cells and the rest of the components 

of the implant plant, where the 4 ° temperature and 9000 cycle speed rotation for 20 minutes, 

plus Dialysis technology, which we use in which a specific membrane type Spectra / Por® 3, 

to separate the enzyme from the remaining salts as a result of the ammonium sulphate user 

during the experiment, so that we could finally and through these techniques to obtain the 

protease with a liquid character pure product by the isolated Algerian Saharan breeding yeast 

in the Wilayat d'El Oued. 

Keywords:  protease, yeast, date juice, purification, Cryptococcus neoformans, Spectra / 

Por® 3. 

 

 



 

 ملخص

رف نتج من طإنتاج و دراسة خصائص الإنزيم المحلل للكازيين )البروتياز ( ، الم هوهذه الدراسة الهدف من 

 )حي الشط (. ب ،على مستوى ولاية الوادي الصحراوية الجزائرية التربة   منلة المعزو  ةالخمير

 ، lait gélosé زرع معقم   باستعمال وسط  حيث تم عزل أربعة  أنواع من الخمائر ، ثم تم  انتقاء هذه الأنواع

ة ميرة  لديها القدرأن السلالات أربعة من الخ ،تحصل عليها االم أظهرت النتائج حيث  .  %5كازيين بنسبة مادة المزود ب

 .  هذه المادةل المحلل انتاج انزيم البروتياز  على

اع ضح لنا أن الأنو، اتو الميكروسكوبية البيوكيميائية  ،الفيزيولوجية  ، من خلال دراسة الخصائص المورفولوجية       

فهي من  02 أما السلالة ، 01بالنسبة لسلالة  Cryptococcus neoformans  :مختلفة السلالات الأربعة من الخميرة  

 04و السلالة   ،    Onychocola canadensisفهي من نوع  03اما السلالة  ، Coccidioides Malbranchea نوع

 . Neoscytalidium ع نومن 

ي صير التمر غنع ان  ،المتحصل عليها نتائج  الأظهرت  ، لعصير التمر كيميائية  فيزيكوال بعد اجراء التحاليل

 المسؤولة عن و ،بة المعزولة من التر زراعة الخميرة، بحيث يعتبر وسط ملائم ل ( 70%جدا بالسكريات التي تقدر نسبتها )

 قارورات داخل ، معقم  سائل وسط زرع  في تمت دراسة إنتاج الإنزيم كما  لكازيين .ل المحلل انتاج انزيم البروتياز

درجة  و°  30)درجة الحرارة حيث  ، من وسط الزرع  مل 50 مل ، تحتوي كل منها  200  ذات سعة  معقمة يةزجاج

 .( 5 حموضة 

كاعلى نسبة  ، وحدة 1700و النشاطية الإنزيمية ب  غ/ل 38ت كتلة الخلايا المنتجة ب درق   ، تحت هذه الظروف 

لاحظ الم التفاوتو  ةالخمير المتابعة الحركية  لنمومن خلال .  خامس من عملية الحضنوذلك في اليوم ال ،متحصل عليها 

 .المنتجة  مرتبط  بنمو ونوع الخميرة الانزيم  إنتاج اتضح لنا ان  ، في انتاج الانزيم 

 1لة السلا تقاءتم ان  ، المنتجة لانزيم البروتياز بدرجات متفاوتة  لأنواع الثلاثةامقارنة و دراسةمن خلال 

Cryptococcus neoformans ،الاخرى نواع لامقارنة ببقية ا  للبروتيار كأحسن سلالة منتجة.  

 كزيطرد مر استخدام جهاز بواسطة  ،الانزيم  يةقنالنتائج المتحصل عليها من خلال ت اظهرت  ،في النهاية 

  9000دوران و سرعة ال °4حيث درجة الحرارة   ،لفصل الانزيم  عن خلايا الخميرة وبقية مكونات وسط الزرع   ،خاص 

  Spectra/Por® 3   من نوع  خاص  غشاءالتي استخدامنا فيها ، Dialyse  تقنية   بالاضافة الى ، دقيقة 20لمدة   دورة

من و ة  في النهاينا بحيث  تمك ، المستعمل خلال التجربة  الامنيومت نتيجة سلفا  الاملاح المتبقيةعن   الانزيم لفصل  ،

بية لة من الترمنتج من طرف خميرة معزونقية  ذو طبيعة سائلة  البروتياز من الحصول على إنزيم  اتخلال هذه التقني

 . بولاية الوادي بحي الشط  الصحراوية الجزائرية

 .   Cryptococcus neoformans ،Spectra/Por® 3 ، تنقية  ، عصير التمر ، خميرة ،البروتياز : المفتاحية الكلمات
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Introduction 

      Au cours des deux dernières décennies, le développement de la microbiologie a abouti à 

l’obtention de matériels biologiques très divers, modifiés génétiquement ou non et 

susceptibles d’être utilisés dans des procédés de production de vitamines, d’hormones, de 

vaccins et d’enzymes. Les enzymes d’origine microbienne, présentent des propriétés et des 

spécificités diverses. Ces propriétés reflètent de plus en plus leurs utilisations dans divers 

domaines d’applications, tels que l’industrie alimentaire humaine et animale, les détergents 

pour lessives, l’industrie des tanneries et l’industrie pharmaceutique. Environ 40% des 

enzymes industrielles sont d’origine fongique (Botton et al., 1999). 

         Les enzymes protéolytiques ou protéases sont des enzymes qui catalysent l’hydrolyse 

des protéines. Par la diversité de leurs applications, elles représentent l’un des plus grands 

groupes d’enzymes industrielles. De plus, les protéases sont ubiquistes ; elles se retrouvent 

aussi bien chez les plantes que chez les animaux et les microorganismes. Cependant, grâce à 

leur diversité biochimique extensive, les microorganismes représentent une source 

exceptionnelle de protéases. En effet, quarante pourcent des enzymes industrielles sont 

produites par les microorganismes parmi lesquels, des souches fongiques (García & al., 

2009). Celles-ci possèdent plusieurs avantages comme leur qualité GRAS (Generally 

Regarded As Safe)  et leur aptitude à produire une large gamme d’enzymes extracellulaires. 

        Les dattes à faible valeur commerciale peuvent être utilisé comme substrats carbonés par 

les espèces microbiennes (levures, bactéries,…etc.) afin de produire la biomasse. Les levures 

sont les premiers micro-organismes à avoir été observés au microscope par Antoine Van 

Leeuwenhoek qui les a dessinées vers 1680. Elles constituent une source précieuse de 

protéines car elles sont le siégé d’une biosynthèse protéique très active (Bacha, 2008). 

Le but de notre travail consiste à: 

 Isoler et identifier les  souches  fongiques qui productrice des protéases. 

 Etude  de la cinétique enzymatique  et la  purification   de  protéase.  

 Etudier la cinétique de la production de la protéase par les souches sélectionnées sera 

entreprise. Elle sera suivie par une purification, afin d'étudier quelques propriétés 

physicochimiques nécessaires pour une éventuelle application de il y' vas  enzyme,  

par ce qu'il y 'a protéases plus dans microorganisme utilisée.  .
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I.1.  Champignons 

        Les champignons sont des organismes eucaryotes, hétérotrophe, immobile, appartenant 

au règne des Fungis ,caractérisés par  une  paroi  cellulaire  composée  de  polysaccharides 

azotés (chitine) , ce  qui  lui  assure  une  certaine  résistance aux contraints du milieu 

extérieur (Bencheikh , 2011) , les champignons sont caractérisés par un mycélium, formé de 

filaments nommés hyphe .Organismes hétérotrophes, sans chlorophylle, ils tirent leur 

nourriture soit de matière organique morte; ce sont alors des champignons saprophytes,  soit 

de tissus végétaux vivants, pour les parasites. 

         Les champions sont incapable de réaliser la photosynthèse (absence de  chloroplastes) et 

présentent une  forme  végétative  composée  de cellules  assemblées  en  filaments  ou  

hyphes  avec  une  reproduction  sexuée  et/ou  asexuée  (Hugues, 2009) .  

        Leur nombre est évalué à ce jour à environ 80.000 espèces fongiques dans le monde 

entier (Purves & al .,1994) . Ces champignons peuvent être subdivisés en champignons 

inférieurs et champignons  supérieurs. Les  champignons  inférieurs  sont  unicellulaires  et 

constituent un groupe hétérogène. Les champignons supérieurs sont divisés en trois groupes: 

les  Ascomycètes,  les  Basidiomycètes  et  les Deutéromycètes (Hugues, 2009).   

I.1.1.Levures 

 I.1.1.1. Définition  

         Le mot levure selon  (Phaff & al., 1968) , provient du mot latin « levare » qui se traduit 

par lever. Ce mot a été appliqué aux levures en raison de l’aptitude de ces micro-organismes à 

produire de CO2 pendant la fermentation et à lever la surface mousseuse d’un milieu liquide 

de fermentation (Oteng-gyang, 1984). 

         Les levures sont des micro-organismes eucaryotes (noyau délimité), non 

photosynthétiques, chimio-hétérotrophes ; c'est - à dire qu'elles sont capables de tirer leur 

énergie à partir de réactions d 'oxydo- réduction ou de fermentation de composés chimique 

tels que le sucres ( Guiraud & Galzy , 1998 ) . Elles sont ubiquitaires , on les rencontre 

fréquemment  dans l'eau , le sol , les feuilles des végétaux , les mouts de fruits à la surface ou 

à l'intérieur d'autre être vivants etc ., ( Bouix & Leveau , 1991 ; Scriban & 1993 ;  Bouix & 

Leveau 1993 & Pol ,1996 ) . 

Les levures sont des champignons unicellulaires sur une partie ou sur l’ensemble de leur cycle 

végétatif. Certaines peuvent former des associations cellulaires, ou se présenter sous forme 

filamenteuse à certains stades de leur vie (Bouix & Leveau, 1991). 
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I.1.1.2. Habitats 

        Dans la nature, les levures se trouvent principalement sur les végétaux riches en sucres 

directement assimilables (Bouix & Leveau, 1991). D'autres, se développent au niveau des 

eaux douces et profondes (Leveau & Bouix, 1993 & Pol, 1996). Par ailleurs, une large 

variété de levures vit dans le sol, plus ou moins représentative de la flore levuriennes associée 

aux plantes, champignons et animaux vivants à la surface (Leclerc, 1975). Néanmoins, pour 

d’autres espèces, le sol demeure leur seul habitat (Phaff & Starmer, 1987). 

I.1.1.3. Caractères des levures 

 Les levures peuvent être définies comme des eucaryotes microscopiques.  

 Elles sont des hétérotrophes faisant partie du groupe des champignons dont on les 

distingue par leur caractère unicellulaire (Tibor, 2007).  

 Elles sont absences de vrai mycélium (au moins dans la plus grande partie de leur 

cycle biologique) (Guiraud, 1998). 

 Elles  sont  développent, soit en surface, soit en profondeur des aliments (milieux 

solides ou liquides)  (Fao, 2007). 

      Certaines levures sont cultivées industriellement et commercialisées pour leurs propriétés 

particulières de fermentation des sucres et de transformations partielle de ceux-ci en alcool et 

en gaz (production de bière et d’autres boissons alcoolisées fermentées, production de pain en 

utilisant la levure de boulangerie).En général, les levures ne provoquent pas de dangers pour 

la santé, même si certaines altèrent les aliments en les rendant impropres à la consommation 

(Fao, 2007).  

I.1.1.4. Morphologie des levures 

       C'est la plus simple , il s'agit de cellule uniques , libres ou associées deux à deux ayant 

une morphologie caractéristiques : sphériques, ovoïdes parfois cylindriques, allongées, 

apicules ,  des formes plus spécifiques sont parfois distinguées comme la forme  : apicules 

(Hanseniaspora et Kloeckera) , en bouteille ( Pityrosporum), en forme  triangulaires 

(Trigonopsis) ainsi que en forme pyramidale et  ogivales (Dekkera) , ( Walker & White , 

2005 ) . 

        Sous cette forme unicellulaire, les dimensions sont 2,5 à 10,5 µm de large et de 4,5 à 21 

µm de longue. cette langueur peut dépasser, chez certain espèces le 30 µm. Ces dimensions 

ainsi que,  leur aspect dépendent fréquemment de l'âge des cellules et des conditions de 

culture  ( Scherr & Weaver, 1953 ) .       

http://www.google.dz/search?hl=ar&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Fao%22&source=gbs_metadata_r&cad=6
http://www.google.dz/search?hl=ar&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Fao%22&source=gbs_metadata_r&cad=6
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I.1.1.5. Structure des levures  

 La cellule 

 La paroi 

 La membrane plasmique 

 Le cytoplasme et les organites 

I.1.1.6. Reproduction  

 Les levures ont un mode de multiplication bien spécial. Elles se reproduisent aussi 

bien par un cycle asexué (végétatif) que par un cycle sexué (sporulation) en fonction des 

conditions favorables ou défavorables du milieu (Larpent & Larpent-Gourgaud , 1997). 

A.  Reproduction sexuée 

      La reproduction sexuée s’effectue par conjugaison des deux cellules qui donnent 

naissance à un Zygote. Après différenciation et méiose un asque à 4 ascospores haploïdes se 

forme  (Oteng-Gyang, 1984). 

Figure 1: Cycle biologique de la levure S. cerevisiae (Bourgeois et Larpent, 1996) 

 

B. Reproduction végétative (asexuée) 

      Pour la plupart des levures, la reproduction asexuée est la forme majeure de multiplication 

(Bonaly, 1991). Elle s’effectue par bourgeonnement ou par fission (scissiparité) à partir d’une 

cellule mère. 



Chapitre I                                                                            Les souches fongiques  
 

7 
 

                               Figure 2: Bourgeonnement de S. cerevisiae  (Kreger , 1984) 

I.1.1.7. Classification et identification des levures  

A. Classification 

         La classification de référence est actuellement celle de ( Kreger ,1984) qui présente des 

changements sensibles par rapport à la précédente classification de ( Lodder, 1971) . En 

particulier, de nouveaux critères taxonomiques sont pris en considération pour permettre des 

études plus rigoureuses.  

Tableau 1: Trois  grandes  classes des levures (Kreger , 1984) 

Les classes Les genres 

Les ascomycètes 

 

 genres sexués, où les produits de la méiose ou 

ascospores sont endogènes et enfermés dans une 

structure issue du zygote : l’asque. 

Les basidiomycètes  

 genres sexués, où les produits de la méiose ou 

basidiospores chez les levures sont souvent appelés 

ballistospores sont exogènes et émis à l’extérieur du 

zygote. 

Les deutéromycètes ou 

levures imparfaites 

 genres asexués ne se multipliant que par reproduction 

végétative. 

 

I.1.1.8. Facteurs de croissance des levures 

A. Facteur nutritionnels 

      Ces facteurs se rapportent au milieu de culture et sont de la levure. En effet comme tout 

levure à besoin d'une source nutritive croissance et éventuellement sa floculation liés aux 

exigences microorganisme (Mohand, 1994). 



Chapitre I                                                                            Les souches fongiques  
 

8 
 

A.1. Carbone  

       Sont d’une grande importance pour les levures puisqu’elles fournissent, le carbone 

nécessaire pour la biosynthèse de constituants cellulaires et l’énergie nécessaire à son 

fonctionnement  (Waldron, 2010). La Saccharomyces cerevisiae  est une espèce 

hétérotrophe. Elle exige  pour sa croissance  une source de carbone qui est également leur 

source d’énergie (Larpent, 1990). 

A.2. L’azote 

           La plupart des levures sont capables d’utiliser l'azote sous forme d'ion ammonium 

(chlorure, nitrate, phosphate, mais surtout sulfate qui est le composé idéal puis qu'il apporte  

également du soufre nécessaire à la synthèse de certains acides aminés) (Hencke, 2000), mais 

aussi des composes organique divers, tels que les acides aminés et les peptides (Larpent, 

1990). 

A.3. Oligo-éléments  

          Ils sont nécessaires à l’état de trace. Mais sont indispensables pour la croissance et la 

multiplication des levures, aussi  joue un rôle dans l’activation de certaines réactions 

enzymatiques ainsi dans la  construction de certaines vitamines et coenzymes (Bourgeois & 

Larpent, 1996). Ils sont essentiels tant sur le plan structural que catalytique (Marlene, 2006). 

A.4.Vitamines  

          Le développement de la levure boulangère nécessite la présence de certaines vitamines, 

en particulier, la biotine, l’inositol, panthénate de  Ca, la thiamine. Elles sont nécessaires à 

l’état de traces de l’ordre de milligramme par litre du milieu de culture (Khellil &  BenHadj , 

1998) . 

I.1.1.9. Conditions physico-chimiques de croissance   

A. Température  

      Les températures d’incubation, sont généralement proches de celles qui permettent la 

propagation des levures dans leurs environnements naturels et se situent entre 25°C et 30°C.                

Toutefois,ces températures ne sont pas rigoureusement les températures optimales de 

croissance que les levures trouvent dans certains habitats, à savoir les régions à températures 

constamment basses ou élevées (Vishniac & Hempfling, 1979) . 
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B. pH 

        Les levures ont tendance à coloniser des environnements acides et par leurs activités 

métaboliques (la respiration et la sécrétion d’acide organique) acidifiant encore plus le milieu. 

Leur croissance optimale se fait à des pH entre 4,6 à 6,5 et beaucoup d’espèces tolèrent de 

grandes variations de pH. Elles peuvent s’adapter à des milieux acides pH= 2,8 à 3,0 ou 

alcalins  pH = 8 à 8,5 (Bourgeois & al., 1988 & Larpent & Larpent Gaurgau., 1997) . 

C. Aération 

         Les levures peuvent être classées selon leur mode de production énergétique, utilisant la 

respiration ou la fermentation. Il est important de noter que ces processus sont principalement 

réglés par des facteurs environnementaux (Walker et al., 1997)  En effet, toutes les levures 

sont capables de se développer en présence d’oxygène, il n’y a pas de levures anaérobie 

strictes, certaines sont aérobies strictes et d’autres sont aéro-anaérobies facultatives (Bouix & 

Leveau, 1991) . 

D. Pression osmotique et l’activité d’eau 

        La pression osmotique intervient également sur le développement des levures dont l’effet 

varie d'une souche à une autre. La plupart des souches ne peuvent se développer à des 

activités de l’eau inférieure à 0,90. Certaines tolèrent des pressions osmotiques plus élevées 

correspondant à une activité de l’eau de l’ordre de 0,60 mais avec un métabolisme lent. 

(Leveau & Bouix ., 1979, Larpent  & Larpent Gaurgaud, ,1997). 

I.1.1.10.  Métabolisme chez levures 

        Les levures présentent une diversité métabolique dans la façon de production et de 

consommation de l’énergie à partir de substrats dégradés. Toutes les levures sont capables de 

dégrader le glucose, le fructose et le mannose en présence d'oxygène, par un métabolisme 

oxydatif conduisant à la formation de CO2 et H2O (Pol, 1996). La voie de dégradation des 

glucides étant la glycolyse qui convertit les sucres en pyruvate, l’entrée dans cette voie varie 

selon le glucide tandis que la destinée du pyruvate dépend à la fois du sucre utilisé et de 

l’espèce de levure considérée. En se référant au catabolisme du pyruvate formé à partir du 

glucose, on peut distinguer deux types de métabolisme (Botton, 1991). 

A. Métabolisme oxydatif   

        Les levures utilisant le glucose en présence d’oxygène, par conséquent, leur métabolisme 

est exclusivement respiratoire et le pyruvate est oxydé par le cycle de Krebs. Cette voie 

métabolique est très énergétique et permet aux levures une importante multiplication. En plus 
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des sucres simples, certaines levures utilisent d autres glucides (mono, di ou tri saccharides et 

des polysaccharides comme l’amidon), mais aussi des alcools, des acides et des alcanes 

(Larpent, 1991). 

B.Métabolisme fermentaire   

       En plus du métabolisme oxydatif, certaines levures peuvent privilégier une dégradation 

des glucides par un métabolisme fermentatif qui conduit à la formation d’éthanol et de CO2. 

En plus de ces composés majoritaires, des alcools, des aldéhydes, des esters, des acides sont 

formés en plus petites quantités. Ce métabolisme est moins énergétique que le métabolisme 

oxydatif (Guiraud  & Rosec  , 2004) . 

I.1.1.11. Intérêt industrielles des levures  

Par un métabolisme diversifié, les levures occupent une place essentielle dans 

l’industrie alimentaire. Elles participent à l’élaboration de nombreux produits alimentaires 

(panification, fromagerie, brasserie,) et dans la production des enzymes (l’invertase, lactase, 

lipase et les amylases) (Simon & Meunier, 1970), du glycérol ainsi que certaines vitamines 

et solvants, mais aussi à la revalorisation de déchets agricoles, industriels et à la production 

des protéines (Scriban., 1984 & Lecterc et al., 1995) . 

   Par rapport aux bactéries, les levures présentent des éléments favorables quant à leur 

utilisation en biotechnologie. Elles offrent donc une meilleure résistance que les bactéries à 

ces conditions de stress, en particulier la possibilité à des pH acides.  

     Leur utilisation dans l'alimentation a fait de sorte que les levures soient globalement 

plus connues pour leur efficacité en fermentation industrielle que d'autres micro-organismes. 

Elles ne sont pas attaquées par des virus (phages), elles sont facilement récupérables grâce à 

leur grosseur. La stabilité génétique des levures permet aussi une très bonne fidélité du 

procédé et la connaissance de leur physiologie cellulaire facilite leur utilisation (Labrecque, 

2003). 

     Les seuls éléments défavorables, quant à leur utilisation, dans le domaine de la 

dépollution sont leur croissance relativement lente (120 minutes) par rapport aux bactéries (20 

minutes) et le choix limité d'espèces, nous constatons que les nombreux avantages des levures 

l'emportent sur leurs quelques inconvénients. (Labrecque, 2003). 

     Enfin, les bonnes connaissances de la biologie moléculaire des levures et la mise au 

point de techniques de génie génétique, permettant de programmer les levures de façon 

qu’elles expriment des protéines humaines et animales recombinantes ; constituent une grande 

réussite des biotechnologies surtout d’intérêt médical (par les productions d’enzymes, 
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d’hormones peptidiques, de facteurs de croissance, d’hémoglobine, de ferritine, 

l’érythropoïétine, etc.) (Lammi , 2011) . 

I.1.1.12. Applications des levures 

A. Panification 

Une autre utilisation, connue depuis l’antiquité, est la fabrication du pain : Le 

dégagement de gaz carbonique, qui accompagne la fermentation, permet de faire lever la pâte 

en lui conférant une texture légère. On utilise également Saccharomyces cerevisiae (levure de 

boulangerie) (Simon & Meunier , 1970 & Cofalec, 2006) . 

B. Affinage des fromages 

Les levures sont aussi capables d'utiliser les acides organiques comme source 

d’énergies et de carbone (Larpent, 1991). Elles participent à l’affinage des fromages ; en 

consommant l’acide lactique produit par les bactéries lactiques à partir des composants du 

lait. Elles contribuent aussi à réduire l’acidité du caillé (Leveau & Bouix , 1993) . De 

nombreuses espèces se rencontrent en fromagerie, les plus fréquentes appartenant aux genres 

Kluyveromyces, Debaryomyces, Pichia, Saccharomyces, Torulopsis, Candida et Rhodotorula 

(Larpent, 1991). 

C. Production de protéines 

Les levures constituent une source précieuse de protéines car elles sont le siège d’une 

biosynthèse protéique très active. Elles sont utilisées à la production de protéines 

d’organismes unicellulaires (POU) ou "single cell protéins" (SCP), qui sont souvent 

incorporées à l'alimentation animale et humaine. Cette production peut s'effectuer sur des 

substrats considérés comme des déchets tels que le lactosérum et les résidus de pâte à papier  

(Pol, 1996). 

D. Autres utilisations 

       Aujourd’hui, les levures constituent une des importantes sources d’enzymes produites 

commercialement en raison de leurs capacités polyvalentes et de la frugalité de leurs 

exigences permettant d’obtenir une biomasse importante à bas prix (Pol, 1996). En effet, 

l’invertase ou saccharase sécrétée par diverses levures est utilisée industriellement pour 

produire du glucose et du fructose à partir de mélasses de betterave ou de cannes à sucre 

(Simon & Meunier, 1970). 
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II.1. Généralité sur les enzymes 

       Les enzymes sont des catalyseurs biologiques de nature protéique. Les catalyseurs 

augmentent la vitesse d'une réaction lente ou imperceptible sans subir aucune transformation 

en ce qui concerne leurs structures initiales. Le développement récent du concept des 

catalyseurs au dix-neuvième centenaire a évolué pas à pas avec la découverte de puissants 

catalyseurs de source biologique. Ceux-ci ont été appelés ENZYMES et ensuite identifiés 

comme protéines (Mamo G ,1999). 

        Les enzymes sont des protéines fabriquées par l'organisme (Burhan et al.,  2002) . Elles 

sont constituées des milliers d’acides aminés liés en une chaine linéaire. Ces acides aminés 

diffèrent dans leur nature chimique, sont liés entre eux par des liens covalents appelés liens 

peptidiques. L' enzyme permet l'activation ou l'accélération de réactions chimiques. Il en 

existerait environ 15.000 protéines chez l'homme (Mamo G ,1999). 

    Ces enzymes jouent un rôle dans toutes les fonctions, comme la digestion avec des 

enzymes intervenant dès le stade buccal comme les amylases (Burhan & al.,  2002). Il existe 

plusieurs types des enzymes tel que ; lipase, protéase… etc.      

II.2. Protéases  

II.2.1. Définition 

Les enzymes protéolytiques sont des hydrolases. Elles catalysent le clivage des 

liaisons peptidiques des protéines en fragments polypeptidiques, qui seront par la suite, les 

acides aminés, offrant une multitude de structures (Barrett, 1994). Ces enzymes sont 

produites aussi bien par les animaux que les végétaux et les microorganismes, leur rôle 

essentiel dans la croissance cellulaire et dans  la différentiation (Gupta  et al., 2002; 

Sandhya et al., 2005).   

II.2.2. Origine des protéases   

       Les  enzymes  industrielles  sont  d'origine  végétale,  animale  ou  microbienne  

(Coultouly, 1991 , Rao et  al., 1998; Meunier, 1999 ).  L'extraction  à partir  des  plantes  et  

des  animaux  est  cependant  limitée  par  des paramètres difficiles  à contrôler.  C'est 

pourquoi la production des enzymes à partir de microorganismes est privilégiée par les 

producteurs puis qu'elle est plus facile  à gérer avec  des  résultats plus constants. les 

Protéases d’origine microbienne peuvent être produites par les moisissures, les levures et les 

bactéries (Frazier, 1967 ; Ul-haq et al., 2003).  
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II.2.3. Caractères des protéases   

     Les protéases  constituent un groupe très large et complexe contenant des enzymes 

qui diffèrent dans leurs  propriétés  tels que: 

 le site actif  

  le mécanisme catalytique 

  les optima du pH  et  de  température 

   le  profil  de  la  stabilité  et  la  spécificité  du  substrat  (Sumantha et  al., 2006; 

Vishwanatha et al., 2009). 

  La vitesse des réactions enzymatiques dépend aussi de la présence de certains 

activateurs ou des inhibiteurs (Penasse, 1974).  

     La spécificité d’action des enzymes protéolytiques est régie par la nature de l’acide 

aminé et d’autres groupes fonctionnels (aromatiques, aliphatiques ou la présence de sulfure) 

autour de la liaison à hydrolyser (Sumantha & al. 2006 ; Benedykt & Katarzyana, 2008). 

Ces enzymes sont très importantes du fait qu’elles ne contrôlent pas seulement les réactions  

protéolytiques,  mais  aussi  elles  régulent    les    diverses cascades enzymatiques impliquées  

dans  le    métabolisme  cellulaire  tels  que  la  décomposition  des  lipides  et  des glucides.   

     Les  protéases  sont  capables  de  modifier  les  propriétés  biologiques  des  chaînes 

polypeptidiques  suite  à  la  coupure  des  liaisons  peptidiques  (activation,  inactivation  ou  

une protéolyse  non  spécifique  pendant  la  dégradation).  La  raison  pour  laquelle    les  

protéases peuvent  être  dangereuses  pour  les  cellules  en  altérant  leur    environnement.  

De  ce  fait,  la cellule a développé une large gamme des mécanismes pour contrôler l’activité 

protéolytique. Cette  régulation  peut  être  effectuée  à n’importe qu’elle étape de 

l’expression des gènes (la transcription depuis l’opéron, la traduction, les modifications post-

traductionnels, l’interaction avec les inhibiteurs et d’autres protéines) (Benedykt & 

Katarzyna, 2008).  

II.2.4. Classification des protéases 

       En générale, les protéases sont classées selon plusieurs critères majeurs tout en se basant  

sur  la  localisation  cellulaire, le mode d’attaque de la chaîne polypeptidique  ( la  nature  du  

site  catalytique) ,  et  selon  leur  besoin  en  ATP. 
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II.2.4.1. Selon la localisation cellulaire  

Les protéases sont divisées en deux groupes selon leur localisation dans la cellule,  soit  

les protéases  intracellulaires  et  extracellulaires (Mathieu, 2005). 

A. Protéases intracellulaires  

            Ces protéases jouent un rôle essentiel dans l’élaboration et la  régulation  des  

processus  cellulaires  et  métaboliques,  ce  type  de  protéases  est  moins intéressant à 

l’utilisation industrielle car ces enzymes nécessitent une étape de lyse cellulaire pour en faire 

l’extraction (Mala & al, 1998).     

B. Protéases extracellulaires   

Ces enzymes catalysent l’hydrolyse des protéines en petits peptides assimilables par 

les cellules. Ces enzymes sont plus intéressantes pour utilisation en industrie car elles ne 

nécessitent pas d’étapes de lyse cellulaire pour en faire l’extraction (Mala & al, 1998).   

II.2.4.2.Selon le mode d’attaque de la chaîne polypeptidique  

         En fonction de leur mode d’attaque, les peptidases sont subdivises en deux classes ; les 

endopeptidases qui agissent a l’interieur de la chaine peptidique et les exopeptidases agissent 

seulement sur les liens peptidiques près des extrémités de la chaîne peptidique (Penasse, 

1974). 

A.Exopeptidases  

 Ces  enzymes  hydrolysent  les  liens  peptidiques  du côté  extrémités  N  ou  C-

terminales  des  protéines. Il existe deux classes d’exopeptidases: les  aminopeptidases  et  les 

carboxypeptidases. Ces enzymes sont très peu utilisées en industrie (Mala et al., 1998).   

B. Endopeptidases   

Ces  enzymes  sont  les  plus  utilisées  en  industrie,  elles  sont  caractérisées par leur 

action hydrolytique à un site spécifique de la chaine polypeptidique loin des extrémités N  et  

C-  terminales. La présence d’un groupement amino ou carboxyl libre peut avoir un effet 

répresseur  sur  l’activité  de  ces  protéases.  Les  endopeptidases  sont  divisées  en  6  classes 

selon leur mécanisme catalytique et la nature des acides aminés qui se trouvent au voisinage 

de la liaison peptidique à hydrolyser (Robert D., & Vian B, 2004).  
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Tableau 2: Classification des protéases Selon la nature du site catalytique (Mala et al, 1998). 

 

Types de protéases  Classes et sous –classes  

Exopeptidase  Aminopeptidase 

Peptidyle peptidase 

   Dipeptidyle peptidase 

     Thripeptidyle peptidase 

Carboxypeptidase 

Sérinecarboxypeptidase 

 Métallocarboxypeptidase 

    Cystéinecarboxypeptidase 

Endopeptidase                         Protéases à sérine 

Protéases cystéine ou protéase à thioils   

Protéases aspartique ou protéases acides   

Protéases thréonique  

Protéases glutamique  

Métallo protéases 

 

II.2.4.3.Selon leur besoin en ATP   

Un troisième critère de classement, est lié au besoin ou non d’ATP pour fonctionner 

(Ganesh   &  al., 1998) , ce  groupe  de  protéases comprend  celles  composées  de  plusieurs  

sous-unités contenant des domaines d’ATPase et des domaines protéolytiques.   

 Il  existe des protéases qui ne peuvent être classées dans aucun de ces groupes, 

(exemple : les signaux peptidases des lipoprotéines). Malgré leurs larges diversités, les  

protéases  peuvent  avoir  une  action  spécifique,  ce  qui  a  attiré  l’attention  pour  leurs 

exploitations et leurs applications biotechnologiques (Mathieu, 2005).  

II.2.5. Mode d’action des protéases 

 Le mode d’action des protéases diffère d’une enzyme à  l'autre  par la  nature de leur site 

actif, bien qu’elles aient toutes le même principe de base. Ce processus catalytique est résumé 

dans trois étapes :     
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 Dans  les  deux  premières  étapes, l’enzyme  déforme  la  liaison  peptidique  et  

renforce  la polarité  du  carbonyle,  qui  facilite  son  attaque  nucléophile  conduisant  à  la  

formation d’une liaison covalente transitoire entre le morceau portant le carbonyle du substrat 

et l’enzyme avec la  libération  de l’autre  morceau  (le  premier produit)  protoné  par un  

proton  cédé d’un  résidu enzymatique.  

 Dans la troisième étape, une nouvelle substitution nucléophile est exercée par le OH- 

d’une molécule d’eau  et  libère  le  deuxième  produit  de  la  réaction,  où  le  site  actif  de 

l’enzyme  se trouve régénérer par un proton (de l’H2O) (Pelmont, 1995). 

II.2.6. Applications des protéases  

La naissance de l’industrie des enzymes a  coïncidé avec  le début du vingtième siècle 

et avec l’apparition  des  premières  enzymes  microbiennes,  essentiellement  des  amylases. 

Aujourd’hui, l’application de différentes enzymes a connu un grand essor dans des domaines 

extrêmement  variés (Durand  &  Monson, 1982). 

      Les  protéases  sont parmi  les  trois plus  grands  groupes  des  enzymes  industrielles 

(hydrolases),   comptent  pour environ  60-65%  des ventes  totales dans  le  monde  entier des 

enzymes   en  raison  de  leurs  applications dans  plusieurs  secteurs  industriels   (Wang  & 

al., 2005; Chellappan &  al., 2006; Barnali & al., 2008 ; Mukherjee & al., 2008). Les  

principales  industries  utilisatrices  de  protéases  sont :  

 Applications alimentaires 

 Industrie des détergents 

 Domaine pharmaceutique et médicale 

  Traitement des eaux usées industrielles  

 Autres applications 

II.2.6.1.Applications alimentaires  

    L’application  des  protéases  à l’industrie  alimentaire n’est  pas  récente.  Pour  la 

fabrication  des  fromages,  seules  les  enzymes  coagulantes  fongiques   ont  donné  de  bons 

résultats, souvent comparables à ceux obtenus avec la présure et la pepsine bovine et porcine 

(Alais, 1975 ; Peppler & Perlman, 1979).  
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   En  panification, l’action  protéolytique d’Aspergillus  oryzae,  de  la  papaïne  ou  de  

la bromélaine sur le gluten améliore la manipulation de la pâte et augmente le volume de la 

mie en réduisant le temps de pétrissage (Durand ; Monson, 1982 & Moodie, 2001). 

    L’enzyme  bactérienne,  la  subtilisine  est  utilisée  comme  additif  dans  les  

conserves alimentaires  pour  détruire  les  spores  des  germes  Clostridium  (Durand  & 

Monson, 1982 ; Rao & al.,  1998 ).  

  La  papaïne  et  certaines  enzymes  protéolytiques  microbiennes,  telle  que  la  

protéase alcaline d’Aspergillus  oryza e,  sont  employées  comme  des  additifs  pour  

augmenter  la digestibilité des aliments et l’attendrissage des viandes. La protéase neutre de la 

même espèce est  utilisée  pour l’affinage  des  fromages (Frazier, 1967 ; Durand  &  

Monson, 1982 ;  Fedrick et  al., 1986 ;  Haussner et al., 1996).  

II.2.6.2.Industrie des détergents  

      Les  protéases   présentent  un  grand  intérêt  dans  l'industrie  des  détergents pour  leur 

capacité  à favoriser  l'élimination des taches  protéiques  vue  leur  avantage  unique qui ne  

peut autrement  être obtenue  avec la  technologie des  détergents  classiques  (Gupta &  al., 

2002). Maintenant,  elles  sont  ajoutées  comme ingrédients  clés,  ce  qui représente  environ  

25% des ventes totales dans le monde entier des enzymes.  

Parmi  les principales  conditions  préalables pour  l'utilisation  des protéases dans  la 

production  des  détergents  sont :  l’action  sur  une  large  gamme  des substrats,  l’activité et  

la  stabilité à  des  pH  et  à  des  températures  élevés  et  en  présence  des  agents oxydants 

additionnés (Chellappan  & al., 2006).  

II.2.6.3.Domaine pharmaceutique et médicale  

La  grande  diversité  des  protéases  est  un  avantage  qui  permet  à  ces  enzymes  

d'être  utilisées  dans  le développement de  nouveaux  agents  thérapeutiques.  Par exemple,  

des  protéases  d'Aspergillus  oryzae sont utilisées  comme  aide  à  la  digestion  chez  certains  

individus  souffrant  de  déficits  en  enzymes  lytiques  au niveau du  système  digestif. 

L’asparaginase  provenant  de  E.coli  est  utilisée  pour éliminer  l'asparagine  dans  la  

circulation  sanguine  de  certains  patients  atteints  de  certaines  formes  de leucémie (Rao et 

al., 1998 ; Gupta et al., 2002).  
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II.2.6.4.Traitement des eaux usées industrielles  

Les  protéases  sont  de  plus  en  plus  considérées  comme  un  moyen  efficace  pour  

le  traitement  des  rejets industriels.  En  effet,  les  protéases  peuvent traiter  les  rejets  

riches  en protéines (Kumar  et  al.,  1999).  

II.2.6.5. Autres applications  

La  protéase  neutre  peut être également utilisée pour le décreusage de la soie 

naturelle. ils sont employées aussi avec des mélanges des enzymes hydrolytiques pour 

dégrader les polymères constitutifs de la matière végétale servant pour l’alimentation animale  

(Aviron et al., 1982).   
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III.1. Datte  

III.1.1.  Définition    

         La datte, est fruit du palmier dattier (Phoenix dactylifera), est une baie  de forme 

allongée, oblongue ou arrondie. Elle constituée d’une partie dure non comestible « la graine 

ou noyau » et d’une partie comestible « pulpe ou chair » (Dowson & Aten, 1963 ; Richard, 

1972 ; Mansouri, 2005). 

La partie comestible des dattes comporte : 

 L’épicarpe ou peau : une enveloppe fine cellulosique. 

 Le mésocarpe : plus ou moins charnu et de consistance variable selon la teneur en 

sucres, présentant une zone périphérique de couleur plus soutenue et de texture 

compacte, et une zone interne de teinte plus claire et de texture fibreuse. 

 L’endocarpe : de teinte plus claire ; réduit à une membrane parancheminée entourant 

la graine. L’ensemble de péricarpe, mésocarpe et l’endocarpe sont confondus sous 

l’appellation de chair ou pulpe  (Munier, 1973 & espiard, 2002). 

 

    Figure 3: Dattes entière (à gauche), et sa coupe longitudinale (à droite) (Munier, 1973) 

III.1.2. Classification des dattes :  

         D’après (Espiard, 2002), la consistance de la datte est variable. Selon cette 

caractéristique, les dattes sont réparties en trois catégories : 

 Les dattes molles : taux d’humidité supérieur ou égal à 30%; elles sont à base de sucre 

(fructose, glucose) tel que Ghars  (Amellalnée, 2008). 
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                            Figure 4: dattes molles Ghars (Hannachi et al., 1998) 

 Les dattes demi-molles : de 20 à 30% d’humidité, riches en saccharose telle que Deglet-

Nour (Munier, 1973). 

                      

                         Figure 5: Datte demi-molle Deglet-Nour (Munier, 1973) 

 Les dattes sèches : avec moins de 20% d’humidité, riches en saccharose. Elles ont une 

texture farineuse telle que Meche-Degla, Degla Beida  (BEN Abbes, 2011). 

 

Figure 6: Dattes sèches Dégla-Beida ( Hannachi & al., 1998) 

 

       Dans le tableau 03, existe  résume les principales caractéristiques de chaque type de ces 

dattes. 
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Tableau 3: principales caractéristiques des trois types de dattes (Siboukeur, 1997) 

Type de date Molle Demi –molle Sèche 

Teneur en eau élevée Moyenne  

Teneur en sucre 

réducteurs 

élevée Moyenne  

Teneur en Sach  Moyenne élevée 

Couleur de 

pulpe 

Marron noir Marron Clair Clair blanche 

Goût Très perfume Parfumé Acidulé 

Conservation Faible Bonne Bonne 

III.1.3. Composition biochimique des dattes 

La datte est constituée d’une partie charnue, la chair ou la pulpe et d’un noyau. C’est 

un fruit de grande valeur alimentaire et très énergétique, elle fournit des calories 4 à 5 fois 

supérieure à celles fournies par d’autres fruits . Le tableau ci-dessous présente la composition 

biochimique des dattes : 

Tableau 4: Composition biochimique des dattes 

Constituants Teneur (%) 

L’eau La teneur en eau, en fonction des variétés, stade de maturation et du climat, 

varie entre 8 à 30% du poids de la chair fraiche (Munier, 1973) 

Les sucres  C’est le constituant le plus prédominant des dattes. L’analyse des sucre de 

dattes a révélé la présence de trois types de sucres essentiellement : le 

saccharose, le glucose et le fructose Cependant, il existe d’autres sucres en 

faibles proportions tels que : le galactose, le xylose) (Estanove, 1990 ; 

Acourene & Tama, 2001) 

Les protéines La teneur est faible : 3% (MS) (Khalil et  al., 2002). 

Les fibres Constituées principalement par la cellulose. Les dattes fines comme Deglet-

nour ne contiennent qu’une faible proportion. Dans le cas des dattes 

communes, elles peuvent atteindre parfois plus de 10% (Munier, 1973). 

Les minéraux Présence de minéraux et d’oligoélément, particulièrement abondants 

(Munier, 1973). 

Les vitamines La pulpe de dattes contient des vitamines en quantités variables, selon le 

type de dattes. On trouve les caroténoïdes et la vitamine B en quantité 
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appréciables (Munier, 1973). 

 

III.1.4. Stades d’évolution de la datte 

      Pendant sa formation et sa maturation, le fruit passe par un certain nombre de phases , qui 

se résument en cinq stades (Booij etal , 1992) :   

 Loulou ou Hababouk : c'est le stade "nouaison" qui vient juste après la pollinisation. 

Les dattes ont une croissance lente, une couleur verte jaunâtre et une forme sphérique. 

Il dure 4 à 5 semaines après fécondation (Munier, 1973). 

 Khalal, Kimri ou  Blah : ce stade dur sept semaines environs, il se caractérise par une 

croissance rapide en poids et en volume des dattes. Les fruits ont une couleur verte 

vive et un goût âpre à cause de la présence des tanins (Djerbi, 1994). 

 Bser , Bsir ou  Bissir : les sucres totaux atteignant un maximum en fin du stade. La 

couleur vire au jaune, au rouge , au brun, suivant les clones. La datte atteint son poids 

maximum, au début de ce stade . Il dure en moyenne quatre semaines (Djerbi, 1994).     

 Martouba ou Routab : c'est le stade de la datte mûre pour certains cultivars. Le poids 

et la teneur en eau vont diminuer à la fin. La durée de ce stade où le fruit prend une 

couleur brune est de 2 à 4 semaines. Les tanins émigrent vers les cellules situées à la 

périphérie du mésocarpe et sont fixés sous forme  insoluble (Retima, 2015). 

 Tamar ou Tmar : c'est la phase ultime de la maturation au cours de laquelle, l'amidon 

de la pulpe se transforme complètement en sucres réducteurs (glucose et fructose), et 

en sucres non réducteurs (saccharose) (Djerbi, 1994).      

III.1.5. Valeur nutritionnelle des dattes 

        Les dattes constituent un excellent aliment, de grande valeur nutritive et énergétique 

(Gilles ,2000). En effet, la forte teneur en sucres confère à ces fruits une grande valeur 

énergétique avec une teneur importante en sucres réducteurs facilement assimilables par 

l’organisme. Les protéines de dattes sont équilibrées qualitativement même si elles sont en 

faibles quantités. Par ailleurs, les dattes, apportent de manière importante des éléments 

minéraux : Ca, Mg, P, S, Fe et Mn qui sont reminéralisants et renforcent notablement le 

système immunitaire ainsi que des vitamines qui se caractérisent par des teneurs appréciables 

en vitamines du groupe B (Albert, 1998). 
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III.1.6. Usage traditionnel et effets thérapeutiques des dattes 

       Les dattes sont des fruits nutritifs qui renferment une teneur élevée en fibres ainsi que des 

concentrations appréciables en minéraux, vitamines et antioxydants qui contribuent au bon 

fonctionnement de l’organisme. Les dattes sont une bonne source de composés phénoliques et 

flavonoïdes. L’ensemble de ces composés photo- chimiques inhibent les radicaux libres et 

protègent l’organisme contre les cancers et les maladies dégénératives (Duke 1992 & Khare 

2007). 

        Les dattes sont utilisées traditionnellement par plusieurs populations pour différentes 

raisons selon (Duke 1992 & Khare 2007) : 

 Le traitement d’hypertension. 

 Comme un fortifiant. 

 Associées avec d’autres remèdes naturels contre les hémorroïdes ainsi que pour 

réduire le   risque de la colite et le cancer du côlon  

 Comme adoucissant. 

        La décoction de dattes convient pour les maladies inflammatoires, adoucir la toux sèche 

et renforcer le système humanitaire. Las dattes sont, également, indiquées contre plusieurs 

maladie telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires, l’ostéoporose, les troubles 

intestinaux, ect (Khare, 2007; Baliga et al., 2011). 

      (Selvam 2008) a rapporté l’importance des dattes dans le traitement des inflammations, 

des douleurs thoraciques et le traitement symptomatique des constipations. Les dattes sont, 

par ailleurs, utilisées comme un complément alimentaire idéal pour les personnes souffrant 

d’anémie grâce à sa richesse en minéraux (Khare, 2007 & Selvam, 2008) . 

III.2. Jus de datte   

III.2.1 Définition 

       Le jus de dattes, une denrée alimentaire de certaines variétés de dattes locales cunnue 

localement comme «Rob AT-Tamr» (Barreveld, 1993), ou «Dibs» dans le monde arabe 

(Mimouni & Siboukeur, 2011). 

       Le jus  de dattes est un produit sucré, brun èpais-foncé de couleur marron extrait à partir 

des dattes et typique de la cuisine Arabe. Son goût est plus doux que celui du sirop de 

saccharose et il a une bonne saveur unique (Alanazi, 2010). 

III..2.2. Composition biochimique du jus de dattes   

      Les dattes contiennent essentiellement un mélange de sucres qui diffèrent par un certain 

nombre de propriétés, mais du point de vue  alimentaire, ils ont  globalement la même valeur 
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énergétique (Dowson & Aten, 1963). En général,  la composition biochimique du jus de 

dattes se résume comme suit :  

 une teneur en eau de 25% du poids frais.  

 une teneur élevée en sucres totaux qui représente 96% dont  la  majorité (il  contient  

des proportions  en  glucose  et  fructose  presque  égales,  et  une  faible  quantité  de  

saccharose,  qui peut  être  inverti  en  sucres  simples  lors  de  l'extraction  sous  

l'effet  thermique,  et  acidité  du milieu (El-ogaidi, 1987). 

 les  éléments  minéraux  et  les  protéines sont présents en faibles quantités 

(Abdelfattah, 1990 ; Ibrahim & Khalil, 1997).   

      Selon (El-ogaidi ,2000), le pH de sirop est compris entre 6 et 6,5. En outre, le sirop de 

dattes a un degré Brix compris entre 73 à 75 % ce qui permet sa conservation au-delà de deux 

ans, sans risque d'altération (Abdelfattah, 1990). 

Tableau 5: Composition  biochimique  du jus de  dattes  (Abdelfattah, 1990 ; Ibrahim & 

Khalil, 1997) 

Teneur des constituants Abdelfatah, 1990 Ibrahim et Khilil, 1997 

Teueur en eau (%) 25.00 24.80 

Sucres réducteurs (glc, fru) (%) 90.40 81.50 

Sucres non réducteurs (sachrose) (%) 5.60 4.90 

Sucres totaux (%) 96.00 86.40 

Protéines (%) 0.50 2.10 

Lipides -- -- 

Acidité 0.17 0.20 

Eléments minéraux (%) 1.83 6.60 

Degé brix (°Bx) 73-75 76.0 

Vitamines A et vitamines des groupes B + + 
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III.2.3. Propriétés du jus de datte    

III.2.3.1. Propriétés organoleptiques du jus  

A.Goût 

       L’intensité  du  goût  sucré  diffère  considérablement  d'un  édulcorant  à  un  autre,  

même  au sein de la famille des glucides.   

      La  plupart  des  édulcorants  à  haut  pouvoir  sucrant  possèdent  des  arrière-goût  qui  se 

superposent au goût sucré et résulte d'impuretés qui sont parfois indéfinissables au point de ne 

pas  se  ranger  parmi  les  trois  goûts  fondamentaux  (salé,  acide,  ou  amer)  (Multon  & 

Lepatre, 1984). 

Selon  (Abdelfattah ,1990),    le  jus  de  dattes  est  caractérisé  par  le  goût  sucré  pur, 

grâce  à élever  la  teneur  de  solides  solubles  ,  par  rapport  à  la    matière  première  

utilisée  pour son  élaboration.  Le  goût  du  jus   est  similaire  au  goût  de  la  datte  utilisée  

(El-ogaidi, 1987).   

B.Couleur 

Selon (Munier ,1973), le sirop de dattes est un produit  stable  d'une  couleur  plus  ou  

moins  brune.  Dans  des  flacons  transparents,  il  peut prendre une couleur noir- rougeâtre 

(Abdelfattah, 1990). 

III.2.3.2. Propriétés physiques du jus 

A. Densité  

La  densité  moyenne  d’un  jus  est  fonction  de  leur  concentration.  Cette  dernière  est 

inversement proportionnelle à la température ambiante (Guerin et al., 1982). La densité de 

jus  de  dattes  est  très  élevée  grâce  au  taux  de  solides  solubles  existant  dans  ce  

produit,  ce caractère permet leur stockage pendant une longue durée  (Abdelfattah, 1990). 

B. Viscosité 

 Selon (Abdelfattah ,1990) , le sirop de dattes est un produit très visqueux, ceci est dû à la 

faible humidité. Cette propriété est importante pour préserver la qualité du produit durant 

deux ans et empêche la prolifération des microorganismes. 
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III. 2.4. Aspects bactériologiques   

      Le  développement  des  microorganismes  est  lié  à  l'activité    de  l'eau  et  au  couple 

pH/température de milieu (Multon, 1992).  

      Selon  (Abdelfattah, 1990).  L'humidité  du  jus  de  dattes  est  égale  à  25%,  ce 

caractère le protège des risques d'altérations microbiennes. 

III.2.5. Utilisations de jus da datte  

       Des instituts diététiques modernes dans le monde entier recommandent l'utilisation 

régulière de dattes et ses sous-produits pour leurs effets sur l’organisme (Abbes et al., 2011) .  

 Le jus de dattes est riche en certains nutriments (sucre, composés phénoliques..). 

 Il fournit une bonne source d'énergie rapide en raison de leur haute teneur en 

sucre.  

        En effet, la forte teneur en sucre devrait justifier leur utilisation comme source de sucre 

liquide approprié à de nombreux produits alimentaires tels que: la base de la boisson, les 

produits de boulangerie, de la crème glacée et confiserie (Abbes et al., 2011; Besbes et al., 

2009). Le jus de dattes peut être aussi utilisé comme édulcorant et l'agent aromatisant pour les 

produits laitiers comme le lait fermenté (Abbes et al.,2015) . 

        Des recherches ont été faites pour utiliser le sirop de dattes dans la préparation des 

gâteaux, des biscuits et pains sucrés et pour une utilisation directe sur crêpes. En outre, le jus  

de dattes peut être utilisé pour remplacer le caramel dans les bars de bonbons (Barreveld, 

1993). 
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I. Matériels et méthodes  

       Le travail porte sur la production des protéases secrétées par des microorganismes ;    

champignons  et bactéries isolées à partir du sol saharien et cultivés sur un milieu à base jus 

de datte. 

I.1. Matériels  

I.1.1. Matériel biologique 

I.1.1.1. Sol 

       Notre  travail est basé sur la production et la caractérisation d'une enzyme protéolytique 

secrétée par des microorganismes isolées à partir du sol saharien algérien. En effet, les 

échantillons du sol utilisés pour cet objectif sont prélevés aseptiquement.   

      Après l'écartement de la couche superficielle, environ 100 g de sol sont prélevés et 

introduits dans un sachet en plastique stérile, puis transportés au laboratoire dans les 

conditions d'asepsies rigoureuses afin d'être analysés (Merabti, 2006). 

1. Présentation des sites de prélèvement  

     Les échantillons du sol utilisé au cours de notre étude sont prélevés d'étangs Chatte de la 

région d’El Oued Souf, située au le Sud Est Algérien. 

I.2. Méthodes 

I.2.1. Analyse du sol 

     Les analyses  physico-chimiques et biochimiques  des échantillons sont effectuées au 

niveau du  laboratoire des produits agroalimentaire de l’I.N.R.A.A (Institut National des 

Recherches Agronomique d’Algérie) (station sidi mahdi), Touggourt ; Ouargla. 

I.2.1. 1. Mesure du pH du sol 

      5 g du sol sont rajoutés à 12,5 ml d’eau distillée stérile ; après agitation le pH de la 

suspension  est  mesuré  (Pochon  & Tradieux,  1962) à  l’aide  d’un  pH-mètre.  

I.2.1. 2. Mesure de la conductivité électrique du sol 

      10 g de sol  sont mélangés avec 50 ml d’eau distillée. Après agitation de 30 min, la 

décantation est accélérée par centrifugation pendant 2 min. la conductivité est mesurée à 

l’aide d’un conductimètre (Boucherit , 2011). 
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I.2.1. 3.  Détermination de l’humidité 

       C’est  une  méthode  d’étuvage  qui  consiste  à  effectuer  un  séchage  d’une  prise  

d’essai  de chaque sous échantillon à une température de 105 + 2 °C jusqu’à l’obtention d’un 

poids constant. 

L’humidité est mesurée par la formule  

H%: ((P0 - P1 ) / P0 ) X 100% 

                             H%: humidité en (%). 

                             P0 : poids creuset avec l'échantillon  avant séchage séchage.   

                             P1 : poids creuset avec l'échantillon  après séchage séchage. 

I.2.1. 4. Détermination de la matière  organique 

       Les  échantillons  sont  calcinés  à  525° C  dans  un  four  à  moufle pendant  5  h.  La 

perte  de  masse  par  combustion  correspond  à  la  quantité  de  la matière  organique     

(Boucherit , 2011) . 

 

I.2.2. Isolement des microorganismes 

Un  gramme   de  sol  est  suspendu  dans  10 ml  d’eau  physiologique  stérile  et  

homogénéisé pendant 10 min (Ulacio  &  al., 1997) , cette suspension représente la solution 

mère à partir de laquelle d’autres dilutions  sont préparées jusqu’à  10-3  (Botton  et  al., 

1990).   

 Chaque  dilution   est  étalée  à  la  surface  des  milieux   gélosés Potato-Dextrose-Agar 

(PDA) qui préparée ( Annexe 01) , (Tsuyoshi et al., 2004) . L’ensemencement  est  fait  en 

surface, par étalement de 0.1 ml de culture en strie transversale (Hammer et al.,1998) . Les 

boites de Pétri sont incubées à 30°C, pendant 5 jours (Harrigon & Mc lace, 1976). 
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Figure 7: Technique d'isolement des souches levuriennes. 

I.2.3. Purification et sélection des souches  

I.2.3.1.Purification 

         Les  champignons  développés  sont  repiques  sur  le  même  milieu (PDA) ( Annexe 

01) . Cette étape est réalisée par prélèvement de quelques colonies  à partir des boites PDA 

inclinés, que l’on transfère sur le même milieu  coulé dans des boites de Pétri sous les  

conditions d’asepsie. Les cultures fongiques sont incubées pendant 3 jours dans les mêmes 

conditions d’incubation jusqu’à l’obtention de souches pures (Bensmail, 2012). 

 

1 g de sol est suspendu dans 10 ml 

d'eau physiologique stérile 

 3-décimale jusqu'à 10 Dilution 

L'ensemencement sur milieu PDA Incubation à 30 °C pendant 4 à 5 j  

1 

2 

3 
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I.2.3.2. Sélection des souches productrices des enzymes 

1. Sélection des souches protéolytique 

      L’activité protéolytique  est évaluée sur un milieu de lait gélosé (Annexe 02), ce milieu 

est ensemencé soit par touche ou par strie. La protéolyse comme démontrée par la dégradation 

de la caséine incorporée dans le milieu  de  culture,  se  traduit  par  l’apparition  d’une  zone  

claire,  autour  des  colonies. Après 24 à 48 h d'incubation à 30°C de levure (Akacem , 2012)  

I.2.4.Conservation des souches 

       La  méthode  de  conservation  des  souches  la  plus  utilisée  et  la  plus  simple  consiste  

au stockage des culture après le repiquage à 4°C, sur le même milieu de culture,  pour 

favoriser leur viabilité et limiter les possibilités de variations . La durée de conservation de 4 à  

6 semaines. Afin de pouvoir toujours disposer de souches viables, la réactivation doit se faire 

tous les mois (UI-Haq et al., 2002). 

 

I.2.5. Identification des souches  

I.2.5.1. Identification macroscopique  

 Les cultures sont identifiées sur milieu gélosé PDA, à 30 °C pendant une durée 

d'incubation de 3 à 5 j. L'examen à l'œil nu permet la détermination des caractères suivants: 

 La couleur. 

 La forme des colonies (contour régulier ou irrégulier, convexes ou concaves). 

 la texture. 

 L'aspect des cultures (brillant ou mat). 

I.2.5.2. Identification phénotypique des souches 

A.1. Identification microscopique   

       Ces caractères sont étudiés d'après des préparations microscopiques (objectif X40 puis 

X100), effectuées entre lame et lamelle à l'état frais et en utilisant un colorant (le bleu de 

méthylène) ) , qui présenté dans  (Annexe 02 )  . 

A.1.1. Caractéristiques morphologiques des cellules végétatives 

       Les caractéristiques morphologiques des cellules végétatives sont étudiées d’après des 

préparations microscopiques effectuées entre lame et lamelle à partir de cultures en milieu 

liquide et en milieu solide (Bourgeois & Leveau, 1980). L’examen à lieu à partir du milieu 
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liquide ou du milieu solide à partir zones . Pour l’observation microscopique utilisée des 

préparations à l’état frais au grossissement x40 puis x100 (Joseph- Pierre & Guirod., 1998). 

L’étude microscopique permet de défini: 

 La forme soit sphérique, ovoïde, allongée ou la taille des cellules en milieu 

liquide et sur milieu solide. 

 Le mode de reproduction végétative par scissiparité ou bourgeonnement et 

dans le cas le nombre et la position (polaire, latérale) du (ou des) bourgeon (s) 

sur la cellule mère (Bourgeois & Leveau , 1980). (Annexe 02 )   

A.1.2. Test de filamentation  

          L'aptitude à la filamentation est observée à partir d'une culture sur lame microscopique 

(objectifs X40 puis X100). Pour cela, le milieu PDA est déposé à la pipette sur une lame 

préalablement stérile dans une boite de Pétri. Quand le milieu est solidifié, la levure à 

examiner est ensemencée en une strie longitudinale. La lame est incubée dans la boite de Pétri 

contenant un peu d'eau stérile pour éviter la dessiccation du milieu. L'observation 

microscopique se fait après 3 à 5 j . La bordure de la culture est examinée, si la levure 

filamenteuse, la nature de mycélium (pseudo mycélium ou vrai mycélium), son abondance, sa 

ramification sont notées (Bacha, 2008 & Dakhmouche, 2016), qui présenté dans  (Annexe 

02 ) .  

A.2. Identification biochimiques et physiologiques 

     L’identification ne peut être effectuée que sur une souche en culture pure préalablement 

isolée sur un milieu gélosé pour levure (Bourgeois & Leveau , 1980 ) . 

 Les critères d’identification des levures peuvent être répartis en 3 groupes : 

 Caractéristiques culturales 

      Il s’agit d’examiner l’aspect des cultures en milieu liquide et sur milieu solide, après 

incubation à 30 °C après 3 jours ou plus. Les caractéristiques des cultures sont notées. Elles 

font appel à la taille, la forme et la pigmentation des colonies de levures (Bourgeois & 

Leveau, 1980) , qui présenté dans (Annexe 02 )  . 

 Fermentation des sucres  

       Les sucres à tester sont le glucose, le saccharose, le maltose et le galactose. Cette étude 

nécessite la présence d’un témoin. Dans des tubes à essai, on reparti le milieu 

d’enrichissement destiné pour le développement des levures. 
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 Pour chaque boite d’isolement de culture pure, 5 tubes à essai remplis sur une hauteur 

de 5 cm environ. Les sucres testés sont le glucose, le saccharose, le, le maltose et le galactose, 

le 5ème sert de tube témoin.            

         On ajoute  à chaque tube ; 5 gouttes d’une solution stérile à 30%. Il faut ensemencer en 

profondeur chaque souche de levure sur une gamme de cinq tubes plus un témoin. Ajouter à la 

surface du liquide de chaque tube quelques gouttes de paraffine molle fondue et stérile qui, en 

se refroidissant, forme un bouchon. Les tubes sont incubés à 25°C. (Guirard & Rougieux, 

1958). 

      Le résultat positif se manifeste par le soulèvement plus ou moins du bouchon de paraffine, 

suivant le pouvoir fermentaire de la souche étudiée (Annexe 02). 

 Assimilation des composés azotée (nitrates) 

      La méthode est similaire à la méthode d’auxanographique seulement le milieu minéral 

synthétique solide de composition suivante, ne contient pas d’aliment azoté. 

       Après, ensemencement de la boite de Pétri par 1 ml de suspension de levure et 

solidification, il est déposé en différents points et séparément des traces de nitrate de 

potassium ou de sodium et de sulfate d’ammonium. 

      Après 1 ou 2 jours apparaît le développement plus ou moins intense des colonies de levure 

autour des dépôts de nitrate. Le développement est à celui du produit autour des dépôts de 

sulfate d’ammonium (Girard & Rouigieox, 1958),  qui présenté dans (Annexe 02 )   . 

I.2.6. Production enzymatique 

I.2.6.1. Préparation de jus de datte  

 

      Nous avons élaboré un protocole pour extraire le sucre à partir de dattes .Le mélangeur 

électrique a été utilisé pour obtenir des dates cossettes, mélangé 1kg de datte  avec 2l l'eau 

distillée, qui a été pressée et filtrée à l'aide d'un système de filtration conventionnel. Le jus 

brut obtenu a été évaporé sous vide pour éviter dans  la caramélisation. Un réfractomètre 

portatif a été utilisé pour mesurer le sucre contenu un échantillon de jus de dattes.   
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Figure 8: Les étapes de préparation de jus de datte 

I.2.6.2. Analyses physicochimiques et biochimiques de jus de datte 

A. Détermination du pH  

La détermination du pH du jus de datte s’effectue par une lecture directe à l’aide d’un 

pH mètre préalablement étalonné (Benaouida, 2008). 

B. Détermination d'humidité 

       La teneur en eau est la perte de masse exprimée en pourcentage effectuée par dessiccation 

de  10  grammes d’échantillon de  dattes   dans une étuve réglée à 105°C,  jusqu’à l’obtention 

d’un  poids  constant (Audigie et al., 1984).  

 

Dénoyautage et 

fragmentation  

Filtration Jus de datte stérile Stérilisation dans autoclave 

Chauffage à bain marie 

à 65 °C pendant 45 min Datte (ghars) 
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C. Détermination du taux de cendres   

        Les  cendres  sont  déterminées  par  incinération.  La  prise d’essai  ayant  servi  à  la 

détermination de la matière sèche  à 105°C pendant 2 à 5h  est suivie par une calcination au 

four à  moufle  à  550°C  pendant 5h  ( Annexe 06) .  

 Les  cendres  exprimées  en  pourcentage  de  masse  sont  données par la formule (Audigié 

et al., 1984).  

 

 M0 : masse de la capsule et les cendres 

 M1 : masse de la capsule vide 

 M2 : masse de la capsule et la prise d’essai. 

D. Détermination de l’acidité titrable 

        Nous avons utilisé la méthode colorimétrique décrite par la norme française  (NF V 05-

101 du janvier 1974). 

          Le titrage de l'acidité se fait avec une solution d'hydroxyde de sodium (NaOH) de 0,1 N    

en présence de quelques gouttes de phénophtaléine comme indicateur, (Annexe 07). Il  est  

également  possible  d'exprimer  conventionnellement  l'acidité  titrable  en  grammes  

d'acides  pour  100g  de  dattes,  en  multipliant  par  le  facteur  correspondant  à l'acide. 

   

 V0 : le volume, en millilitre, de la prise d'essai.  

 V1 : le volume, en millilitre, de la solution d'hydroxyde de sodium 0,1N utilisée.  

E. Dosage des sucres totaux  

A 1 ml de jus de datte, ont ajouté 10 ml d'eau distillé suivi par l'addition de 1 ml de 

phénol à 5 % et 5 ml d'acide sulfurique concentré. Après l'agitation du tube, laisser refroidir à 

obscurité pendant 30 min à température ambiante (Annexe 3). 

L'apparition du complexe jaune orange est suivie en mesurant la densité optique à 490 

nm. Le taux de sucre est calculé par référence à une courbe d'étalonnage préalablement établie 
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avec une solution mère de glucose à 100 µg/ml , qui présenté dans (Annexe 6) (Dubois et al., 

1956). 

I.2.6.3. Préparation du milieu de base 

Les jus de dattes ont été élaborés selon la méthode décrite par (Al-farsi et al.,2007). 

Par l’utilisation de datte moelle de variété ghars, la fabrication passe par plusieurs étapes, les 

dattes sont tout d’abord lavés, égouttés  et  dénoyautés. Un  échantillon  de  1Kg  de  datte  

découpés  en  petit  morceaux  (pour augmenter la surface de contact avec l’eau et afin 

d’extraire le maximum de jus), auquel on ajoute   1 l  d’eau .  Ensuite,  le  mélange  est  porté  

à  la  cuisson  dans  un  bain  marie  à  60°C pendant 3à 4h,  dans  le  but  est  le  

ramollissement  des  parois. Puis,  une  étape  de filtration à travers papier Wattman N°4 dont 

le but de séparer la phase liquide (sirop) de la phase solide (pulpe). L’enrichissement de ce 

milieu de culture se fait par l’ajoute des éléments nutritifs suivant:  

 Sulfate de magnésium  Mg SO4  (0,15g/l).   

 Sulfate de potassium monobasique  KH2PO4  (0,3 g/l). 

 Ammoniaque   (1 ml/l) 

      On ajouté 2g/l de substrat enzymatique comme inducteur (caséine). Enfin, son pH est 

ajusté à 5  par addition de NaOH et subit une  stérilisation à l’autoclave 121°C pendant 20min  

et ensuite  conservé par réfrigération à 4°C dans des flacons de verre fermés (Refice et al., 

2011) . 

I.2.7. Préparation de l’inoculum  

Nous préparons l'inoculum à partir des souches de levures conservées dans des tubes à 

une température de 4°C; où nous  repiquons ces souches à l’aide d’une anse stérile et 

ensemençons dans les tubes contenant 10 ml d’eau physiologique. Puis on mit à incuber à 

30°C (Merabti, 2006). 

I.2.8. Conduite de la fermentation 

         Cette fermentation a pour but d’adapter la souche de  levure au milieu de culture utilisé. 

Les cultures sont réalisées dans des erlens-myers de 300 ml à raison de 50 ml par erlen, puis 

stérilisées à 120°C pendant 20 min.  A l’aide d’une seringue, les milieux sont   ensemencés   

par 1 ml de suspension de cellules.  Les  erlens  sont  incubées  à  30°C  pendant 5 jours  (UI-

haq et al., 2002) .  
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I.2.9. Cinétique de production enzymatique des souches sélectionnées   

      Des prélèvements effectués régulièrement chaque 24 h pendant 05 jours, pour la 

détermination  du : 

 pH 

  Biomasse produite  

 Dosage des sucres totaux 

 Dosage  de protéines 

 Activité  protéolytique pour les souches cultivées. 

I.2.9.1. Mesure du pH   

         Le pH de l’extrait enzymatique est mesuré à l’aide d’un pH- mètre du marque consort 

dans  (Annexe 04)  (Benaouida, 2008). 

I.2.9.2. Mesure de la biomasse  

        Le poids sec de la biomasse est déterminé à la fin des fermentations, après centrifugation 

et  rinçage  avec  l'eau  distillée.  La biomasse  est  séchée  dans  une  étuve  réglée  à  105°C  

jusqu' à poids constant , elle est mesuré à l'aide d’un balance  (Pedersen & Nielsen , 2000) 

(Annexe 04)  . 

I.2.9.3. Dosage  des sucres totaux 

Les sucres totaux sont déterminés selon la méthode de (Dubois et al., 1956) dont le 

principe repose sur la réaction suivante: l'acide sulfurique concentré provoque, à chaud, le 

départ de plusieurs molécules d'eau à partir des oses. Cette déshydratation s'accompagne par 

la formation d'un hydroxy-méthyl furfural (HMF) dans le cas d'hexose et d'un furfural dans le 

cas d'un pentose. Ces composés se condensent avec le phénol pour donner des complexes 

colorés (jaune-orangé). L'intensité de la coloration est proportionnelle à la concentration des 

oses. La densité optique est mesurée à 488 nm à l'aide d'un spectrophotomètre(Annexe 04)  .  

I.2.9.4. Dosage des protéines  

 Les protéines ont été dosées par la méthode de (Bradford,1976), ou le bleu de 

coomassie forme  avec  les  protéines  un  complexe  coloré  présentant  un  maximum 

d’absorption  à  595 nm . La  coloration  très  sensible  peut  être  effectuée  très  rapidement  

et  reste stable pendant 30 min, le Sérum Albumine Bovine (SAB) est utilisé comme standard 

(Annexe 04)  . 
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I.2.9.5. Dosage de l’activité protéolytique 

        Cette mesure est déterminée selon la méthode décrite par (Siboukeur et al ., 2005). 

L’objectif de la mesure de l’activité protéolytique est l’évaluation du taux de dégradation du 

Substrat (caséine) par l’enzyme d’origine fongique pendant la réaction primaire. Pour cela on 

mesure les concentrations  en produits d’hydrolyse de la caséine, solubles dans l’acide 

trichloracétique (TCA) à 12%. 

        L’addition du TCA arrête la réaction, et une centrifugation à 5000 tr /min pendant 15 

min à 4°C, permet de séparer le précipité de la caséine (culot) et de produit d’hydrolyse 

(surnageant), solubilisé dans TCA (Annexe 04). 

I.2.10. Purification de protéase 

         Dès que la fermentation est terminée, la culture est refroidie  à 4°C. Les enzymes 

doivent alors êtres après  des cellules et du milieu (centrifugation ou filtration), dans le cas des 

enzymes endocellulaires, la récupération est plus difficile et suppose une étape 

supplémentaire de broyage ou de lyse des cellules microbiennes  .Enfin, les enzymes sont 

traitées de façon à obtenir une préparation commercial répond an taux critères de pureté et de  

stabilité souhaités (Benslama , 2016) . Les protéases sont purifiées en 04 étapes : 

 Préparation de l'extrait brut. 

 Précipitation par l’sulfate d'ammonium.  

 La dialyse. 

I.2.10.1. Préparation de l'extrait brut 

        Après 04 jours d'incubation des souches à 30 °C dans le milieu de base, le milieu de 

culture obtenu subit une centrifugeuse à 4000 tours  pendant 20 min à 4 °C. le culot obtenu 

qui constitue des microorganismes est écarté et utilise le surnageant qui  constitue l'extrait 

brut (enzymatique) pour la précipitation par le sulfate d’ammonium  (El Safey & Ammar, 

2004; Sidkey et al., 2011). 

I.2.10.2. Précipitation par le sulfate d’ammonium 

        Une quantité appropriée de sulfate d’ammonium (Sigma), ajoutée à l’extrait afin 

d’obtenir une saturation finale de 60 % , dans un bain de glace pendant 1 heure après chaque 

étape, une centrifugation à 9000 tours pendant 20 min à 4°C est réalisée  (Claudia , 2013) . 

Le surnageant obtenu est écarté  et purifiée le culot constitue d'enzyme dans 10 ml du tampon 

phosphate de 0.2 M et  pH= 6,  qui présenté dans (Annexe 05). 
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I.2.10.3. Dialyse 

     La dialyse permet de séparer des substances en utilisant leur capacité respective à franchir 

les pores d’une membrane semi-perméable appelée membrane de dialyse. Elle concerne 

autant les macromolécules (protéines et ADN, polymères synthétiques, anticorps…) que des 

molécules biologiques plus petites comme les oligonucléotides et les peptides. Les 

membranes de dialyse (ou boudin) sont placées dans un récipient contenant le liquide contre 

lequel s’effectue la dialyse (Hainque et al., 2008). 

1. Membranes Spectra/Por® 

       Les membranes Spectra/Por® biotechnologiques sont la toute nouvelle génération de 

membranes de dialyse Spectra/Por®. Le principal avantage des membranes biotechnologiques 

de Spectrum par rapport aux membranes traditionnelles est le processus de fabrication qui 

élimine l'utilisation de sels métalliques. Ce processus fournit des membranes de haute pureté 

et élimine le besoin de traitements de nettoyage spéciaux. Les membranes biotechnologiques 

de Spectrum/Por® nécessitent seulement un rinçage minimum pour enlever l'agent de 

conservation s'il est présent. Les membranes biologiques en cellulose régénérée (CR) sont 

utilisées lorsqu'une résistance à différents solvants organiques est requise. 

       Les fractions obtenus après chaque précipitation sont dialysées dans des sacs de 

cellophane (bag 260 C.T de 2 cm de diamètre) découpées en boudins de 20 cm de longueur, 

contre un grand volume de tampon phosphate à 4°C pendant 24 h (The technic file,  

Spectra/Por® ) . 

2. Paramètres de purification  

         Trois facteurs de purification sont déterminés afin d’évaluer les différentes étapes de la 

purification : l’activité spécifique, le rendement et le taux de purification (Chaoui R & 

Boursas I., 2015 )  .   

 

 L’activité spécifique (Ac S) (U/mg) = Activité totale (U) / Protéines totales (mg) . 

 

 Le rendement en activité (R) (%) = (Activité totale de l’étape de purification/Activité totale 

de l’étape initiale) x 100 

 

 Facteur  de purification (FP) = Activité spécifique de l’étape de purification/Activité         

spécifique de l’étape initiale 
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II. Résultats et discussion 

          Ce travail s'inscrit dans le cadre de la production de protéase  levuriennes qui prélèvent 

à partir de sol saharienne, à application variée dans les différents secteurs industriels. Nous 

allons présenter, d'abord, les résultats d'analyse physicochimie de sol étudie provenant de sol 

prélevé cite d’El Chatte de la région d’El Oued Souf. Ensuite, l'isolement et sélectionnées puis  

l'identification phénotypique de ces souches. Aussi, certain leurs caractéristiques et 

physicochimie.    

II.1. Analyses physicochimiques du sol  

       Les propriétés physicochimiques d'échantillon du sol d'étudie,  sont présentées dans le 

tableau 07, la zone d'où l'échantillon a été prélevé se considère comme un sol légères  acide, il 

est très pauvre en matière organique.    

Tableau 6: Analyses physicochimiques du sol étudie 

Les paramètres d'analyse Sol  saharienne  

pH 6.68 

MAT.OG  (%) 0.74 

CE ( ds/m ) 1.95  

Humidité 6.24 

 

        Selon (le Guide de fertilisation du  CRAAQ, 2003), on observées à partir les résultats 

d'analyses physicochimiques du sol étudie, type du sol est  Léger et  le classe texturale est  

sable. 

        Le tableau 07 montre que  le pH d'échantillon est neutre tendant légèrement vers l'acidité 

pH= 6.68  ce valeur concorde  avec les résultats obtenus par (Merabti ,2006 ceux obtenus par 

( D. Touhtouh, 2014) qui ont trouvés une gamme de pH entre (7.75- 7.83).  

       Selon (Benmouaffeki 2011 ; & Hammia ,2012), l'acidité du sol  (pH) est influencée par 

la nature de sels. Alors que certains sels sont acidifiant (CaSO4, KCl, MgSO4) d'autres sont 

alcalinisant (NaHCO3 , CaCO3NA2CO3 ) . Les analyses ont montré que l'échantillon est très 

pauvre en matière organique  0.74 mais relativement riches en sel minéraux. Elles ont 

également montré un taux relativement élevé d'humidité de sol (6.24 %). 

      On observées par (le Guide de fertilisation, 1987), matière organique (tableau 8), facteur 

indiquant le degré.  
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Tableau 7: type du sol en fonction de matière organique (le Guide de fertilisation, 1987) 

Niveau Très pauvre Pauvre Moyen Riche Très riche 

Texture légère 0,0 – 2,0 % 2,1 – 3,5 % 3,6 – 6,5 % 6,6 – 8,0 % > 8,0 % 

Sable 

 

         Il est souvent souhaitable de viser à maintenir un taux minimal de 2,5 % en général et 

même de 3,5 à 4 % dans les sols lourds (Doucet, 2006). 

        De façon générale, un taux de 4 à 8 % de matière organique correspond à un bonne 

productivité et à une bonne capacité de minéralisation. Cependant, de hautes teneurs en 

matière organique peuvent être révélatrices de mauvaises conditions de croissance si elles 

sont associées à de mauvaises conditions de drainage (Craaq , 2003) . 

Selon (Richards ,1969), on peut définir le type de sol en fonction de sa conductivité 

(tableau 9). La conductivité électrique (CE), facteur indiquant le degré de salinité du sol, est 

inférieure à 1.2, révélant une faible salinité des sols environnant la source étudiée. 

Tableau 8: Types de sol en fonction de la conductivité électrique (Richards, 1969) 

Type de sol Non salé Peu salé Salé Très salé Extrêmement salé 

Conductivité (mS/cm) < 0.6 0.6 - 1.2 1.2 - 2.4 2.4 - 6 > 6 

II.2. Isolement des souches  

L'isolement des levures, à partir d'échantillon de sol saharien (Chatte El-oued), a 

permis de répertorier quatre  souches (S1, S2, S3 et S4).  

Le tableau 10 résume la répartition du nombre de colonies apparues dans les dilutions 

effectués. 

Tableau 9: isolement des souches de levures à partir d'échantillon de sol sur milieu gélosé 

PDA 

Echantillon Région Dilution Nombre des souches Code d'isolat 

Sol 
Chatte 

El-Oued 

SM 01 S1 

10-1   

10-2   

10-3 04 S1, S2, S3, S4 
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        Les résultats  qui apparues sur le milieu PDA sont repiquées  sur  le  même milieu.  Le  

développement  rapide  des  colonies  sur  ce milieu reflète  sa  richesse  en  éléments  nutritifs  

indispensables.  Cette  opération  est  suivie  par  des repiquages  successifs  qui  ont  permis 

d’obtenir  des souches pures.  

II.3. Sélection des souches protéolytiques 

II.3.1  Mise en évidence de l’activité protéolytique  

       Pour la mise en évidence de l'activité protéolytique chez les quatre isolats, nous avons 

utilisé un milieu lait gélosé qui constitue  à 5 % de caséine (milieu sélectif). Après 

l'incubation à 30 °C pendant 72 h, nous observons des zones de claire de différentes 

dimensions. Tous  les souches S1, S2 S3  et S4 ont développé des zones de lyse (halo clair ) 

sur ce milieu sélectif  (figure 9 ).  

 

Figure 9: Sélection de souches protéolytiques sur un milieu lait gélosé à 5 % de caséine 

(après 72  h d'incubation à 30 °C et à pH 5). 

D'après les résultats d'analyse physicochimique de sol, la zone d'étude est considérée 

comme un milieu extrême avec un pH relativement neutre et un teneur presque nul en matière 

organique. A cause de ces conditions, le sol étudié présente un peuplement faible des levures 

présenté par les souches résistantes grâce à leurs formes sporulant. 

Par leur forte capacité à hydrolyser le caséine, tous souches (S1, S2, S3 et S4), seront 

sélectionnées pour la suite de travail. 
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II.4. Production de la protéase  

 II.4.1. Analyses physicochimiques et biochimiques de jus de datte  

  Les résultats des caractérisations de certains paramètres physicochimiques du sirop 

de datte utilisé comme milieu de base pour la production enzymatique sont présentées dans le 

tableau 11.  

Tableau 10: Les caractéristiques physicochimiques et biochimiques du sirop de datte de 

variété Ghars. 

 

Paramètre 

 

 

pH 

 

 

Acidité (g/l) 

 

 

Humidité (%) 

 

 

Cendre (%) 

 

 

Sucres 

totaux (%) 

 

 

Valeure 

 

 

5.56  

 

 

6.72  

 

 

10.3  

 

 

1.73  

 

 

70  

 

 

II.4.1.1. Le pH   

Le pH de l’extrait de datte est légerment acide, il est de 5,56 Cette valeur est 

légèrement semblable à celle donnée par (Soltani ,2007) avec de valeur de 5,56 et inférieur à 

valeur trouvée par ( Noui ,2007) avec de valeur de 6,14, alors qu'elle est peu supérieure à 

celle obtenus par (Benagga & Gougui , 2014) et qui ont donné 3.98 et 4.33 respectivement ( 

Mimouni & Siboukeur, 2011). Il peut donc favoriser la multiplication des levures et 

moisissures et parallèlement freine le développement des bactéries à l’exception des 

acidophiles (Sayah & Ould elhadj, 2010).  

II.4.1.2. L'acidité (g/l) 

L'extrait de datte utilisé dans notre expérience possède une acidité titrable de 6.72 g/l. 

Ces valeur d'acidité observée est comparable à celle trouvée par ( Benagga & Gougui ,2014) 

et ( Benahmed ,2012) qui ont été évaluées, respectivement, à 5.5 et 2.24 g/l. Toutefois, nos 

résultats restent largement inférieurs à celle rapporté par (Bendjelloul & Berraghda ,2014), 

qui ont trouvé un teneur s'étendant de 14.33 à 15.85 g/l.  

L'acidité titrable renseigne sur l'état physique du fruit ainsi que le pH. Notons qu'une 

forte acidité est souvent associée à une mauvaise qualité des dattes. En effet, il a été rapporté 
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par ( Booij et al. 1992), que le taux d'acidité de la datte est proportionnel à la teneur en eau et 

donc inversement proportionnel au degré de maturité.  

II.4.1.3. Humidité (%)  

L’humidité nous permet de déterminer la teneur en matière sèche par rapport au poids 

totale, et d'exprimer les constituants biochimiques en % de la matière sèche. La teneur en eau 

de la datte utilisée dans notre expérience est de 10,3 %, nos résultats restent largement 

inférieurs à celle rapporté par (Benflis, 2006 ; Noui & 2007 ; Benamara & al.,2007), avec 

des teneurs de 13.1, de 14.15% et de 14,71%,  

La teneur en eau est en fonction des variétés, stade de maturation et du climat 

(Matallah., 1970).Selon Booij et al., 1992, l’humidité décroît des stades verts aux stades murs.  

D’après (Munier ,1973) ; la teneur en eau varie d’une classe à une autre, les dattes de 

consistances molles ont une humidité supérieure à 20%, par contre les dattes sèches ont une 

humidité inférieure à 20% et les dattes de consistance demi-molles ont une humidité variant 

entre 20-30%.  

II.4.1.4. Teneur en cendres totales   

Le taux des cendres représente la quantité totale en sels minéraux présents dans 

l’échantillon. La teneur moyenne trouvée dans notre échantillon est de 1,73 %, nous pouvons 

dire que cette dernière est conforme à celle donnée par : (Boudraa ,2004) signale un teneur de 

1,74 % pour la variété Ghars. La teneur en cendres est dépendante aux conditions de fertilité 

du sol, aussi d'état d'irrigation des palmiers (Baangood et al., 1984).  

II.4.1.5. Teneur en sucres totaux :  

L'extrait de datte utilisé dans notre expérience possède une teneur de 70 %. Ces 

teneurs sont conformes aux résultats donnés par : (Soltani ,2006 & Noui, 2007), avec des 

valeurs de l’ordre de 70,66 % et 79,75 % du poids sec, et son supérieur à celles données par 

(Benflis ,2006), avec une teneur de 52,79 % du poids frais, soit 60,75 du poids sec.  

Généralement, les valeurs trouvées montrent la richesse de la datte en sucres totaux, ce 

qui constitue un substrat favorable à la multiplication des levures.  
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II.5. Identification 

L'identification des souches précédemment sélectionnées est basée sur les clefs de 

détermination de (Barnett, 2000; Kreger-Van, 1984; Lodder, 1971). Ces souches sont 

identifiées après une étude morphologique (microscopique), culturale (macroscopique) et  

II.5.1. Etude de caractères macroscopiques 

D'après l'incubation pendant trois jours à 30 °C, les colonies isolées ont subi une 

observation macroscopique. Les caractéristiques principales des colonies sont récapitulées 

dans le tableau 12. 

Tableau 11: Caractères macroscopiques des quatre souches de levures sélectionnées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.5.2. Etude de caractères microscopiques 

      Étude macroscopique réalisée préalablement est accompagnée par une étude 

microscopique (X100) dans le but de déterminer les espèces des souches sélectionnée. Les 

résultats d'observation sont rassemblés dans le tableau 13. 

Code 
Caractéristiques macroscopiques Observation 

macroscopique Couleur Forme et texture Aspect 

S1 Blanche 

Colonies plates, rondes, 

Contour entier (régulier), 

crémeuses 

Lisses, 

brillantes 

 

S2 jaune  
Contour entier (régulier), 

crémeuse, plate  

Lisses, 

brillantes 

 

S3 Blanche  
Contour entier (régulier), 

crémeuse, plate  

Lisses, 

brillantes 

 

S4 Jaune 
Contour entier (régulier), 

crémeuse, plate 

Lisses, 

brillantes 
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Tableau 12: Caractères microscopiques (X100) des souches sélectionnées 

 

II.5.3. Etude des caractères biochimiques et physiologiques 

Les composés carbonés et azotés sont les substrats le plus fréquemment utilisés par les 

levures. Certaines levures ont la capacité d'utiliser une large gamme de ces composés, 

contrairement à d'autres qui en assimilent moins. Vue à l'importance de ces critères dans la 

physiologie des levures, nous avons les utilisés pour l'identification des quatre souches 

sélectionnées. Les résultats sont présentés dans le tableau 14. 

 

Code 

Caractéristiques microscopiques 
Observation 

microscopique 
Forme des 

cellules 

Mode de 

reproduction 

Filamentatio

n 
Mobilité 

S1 

Rondes à 

ovalaires de 

grande taille 

taille 

Méiose  
Pas de 

filaments 
Immobile 

 

S2 
Ovoïdes à 

Sphériques 

Bourgeonnemet 

simple 

Pas de 

filaments 
Mobile 

 

S3 
Ronde de  

petit taille   

Bourgeonnemet 

Alternnée  

Pas de 

filaments 
Mobile 

 

S4 

Ronde ovale 

de  petite 

taille  

Bourgeonnemet 

simple 

Pas de 

filaments 
Immobile 
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Tableau 13: caractères biochimiques et physiologiques des souches sélectionnées 

Code 
Fermentation des sucres 

Assimilation des 

composés azotés 

 

     Espèces 

Glu Mal Gal Sach (NH4)2SO4 KNO3 

S1 - + + + + + Cryptococcus 

neoformans 

S2 - + - - + + Coccidioides 

Malbranchea 

S3 - + + - + - Onychocola canadensis 

S4 - - + - + + Neoscytalidium 

Fermentation négative (-)           fermentation positive (+) 

Les tests de fermentescible des sucres recherche à identifier les différentes souches. 

Les résultats du tableau 18, révèlent que les différents sucres testés dont le glucose, le fructose 

et le galactose, seul le maltose est non fermentescible par les quatre souches. Il apparaît que 

les souches de levure étudiées (S1 et S3) peuvent fermenter deux sucres dont (le galactose et 

le maltose) mais la souche S1 peut fermenter aussi le saccharose, alors que la souche S2 peut 

fermenter le maltose seulement et aussi le souche S4 peut fermenter le galactose seulement.  

II.6. Cinétique de la production de protéase 

        La cinétique de la production de protéase par les quatre souches sélectionnées et 

cultivées dans un milieu à base d’extrait de dattes variété Ghars. Elle est étudiée au cours de 

la fermentation par l’évaluation des paramètres du milieu pendant la période d'incubation.  

III.6.1. Evolution du pH  

     Le pH du milieu de production de l'enzyme est initialement ajusté à 5. La figure 12 montre 

l'évolution du pH de milieu en fonction de la durée d'incubation pendant cinq jours 
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Figure 10: variation  du pH de milieu au cours de culture chez des souches levuriènnes 

    Au cours de la fermentation, On observe une variation faible de pH (fig. 10), ce dernier 

varie à son tour d’une souche à l’autre en fonction de la durée d’incubation, le pH diminue de 

manière progressive pour les quatre souches pendant les premières 02 et 03 jours. Il passe de 

pH 5 à pH 4.5 pour C. neoformans, pH 4.61 pour C. malbranchea, pH 4.6 pour O. canadensis 

et pH 4.5 pour Neascytalidium. Cette baisse est suivie d'une légère augmentation, qui ne 

dépasse pas le pH initial, au-delà de 3ème j pour toutes les souches. 

        Notre pH de milieu se situe entre 4.5 et 4.9 , ces résultats sont similaires à ceux trouvés 

par (Massaoudié  ,2016 ; Bessei & Ramha., 2017&, Zoubiri .,2012 ) ; à savoir un pH varié 

entre 3.50 à 5. La variation de pH de milieu au cours de la fermentation est dûe au 

changement de la composition du milieu et aux souches utilisées.  

        La diminution du pH dès les premières heures d’incubation, enregistrée pour les souches 

des levure étudiées. Ceci peut être expliqué par l’acidification du milieu de culture due à la 

sécrétion d’acides organiques extracellulaires par ces souches (Boiron, 1996 & Akin, 2008).  

      L'augmentation de pH, peut être engendrée par de la de dégradation des protéines par les 

levures qui libèrent progressivement des acides aminées hydrolysés en suite en ammoniaque 

par désamination (Benaouida, 2008). Aussi la diminution de la synthèse des acides 

organiques dans le milieu et la lyse cellulaire, provoquent aussi une augmentation de pH 

(Bouix & Leveau, 1999).  

        Toutefois, les variations du pH, peuvent influencer la croissance fongique, soit 

indirectement en agissant sur la disponibilité de certains nutriments, soit directement par 
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action sur la membrane cellulaire, sachant que la plupart des souches fongiques peuvent 

ajuster le pH du milieu à leur convenance (Boiron, 1996). Par ailleurs,  (Kelly 1985 & Prieto 

, 1995), rapportent pour l'α-amylase, un pH optimum acide (4 à 4.5) pour Lipomyces starkeyi 

et (4.5 à 5.0) pour Lipomyces kononenkoae respectivement. 

 II.6.2. Evolution de la biomasse  

       le processus de fermentation microbien conduit à la formation de biomasse. La figure 11 

représente la variation de la biomasse en fonction du temps d'incubation pour les quatre 

souches: C. neoformans, C. malbranchea, O. canadensis et Neascytalidium montrent une 

cinétique de croissance microbienne durant les cinq jours de culture. 

 

 

Figure 11: variation de la biomasse au cours de la culture chez les souches levuriènnes 

        L’augmentation rapide de la quantité de biomasse dès 05 jours d’incubation, pour 

atteindre son maximum de 38/l, 14g/l, 16g/l et 20 g/l , respectivement pour les souches C. 

neoformans, C. malbranchea, O. canadensis et Neascytalidium. il est expliquée par le fait que 

le moût de datte de milieu est riche en sucres simples facilement assimilable. Il peut donc 

servir comme milieu pour le développement des levures notamment quand on enrichit ce 

moût par les sels minéraux (Ould El Hadj., Bitour & Siboukeur., 2006). L’analyse 

biochimique de l’extrait de datte montre sa richesse en sucres fermentescibles (glucose), ces 

sucres sont utilisés par la levure comme substrat organique pour réaliser sa croissance 

(BACHA., 2008).  

         La diminution de la quantité de biomasse, atteignant 6.50g/l, 6.84g/l, 6.90g/l et 6.46 g/l 

à 96 heures, respectivement pour les souches C. neoformans, C. malbranchea, O. canadensis 
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et Neascytalidium, est due à la phase de décélération qui se termine par une phase de déclin 

caractérisée par la présence dans le milieu, de substances ou déchets secrétés par ces levures, 

inhibant la croissance progressivement jusqu’à  l’arrêter.  

      L’accumulation de ces substances d’excrétions, provoque une autodestruction des cellules 

microbiennes ; ce qui explique la diminution de leur quantité (Leclerc et al., 1995; Leveau et 

Bouix, 1993; Arnaud et guiraud 1999). 

II.6.3. Evolution de la concentration des glucides 

 

       La figure 12 montre la variation de la concentration des glucides de milieu en fonction de 

la durée d'incubation pendant cinq jours pour les souches des levures. 

 

 

Figure 12: Variation de la concentration des glucides au cours de la culture chez les souches 

levurèinnes 

       

          La consommation des glucides varient selon la souche. Au cours de la fermentation, la 

quantité totale de glucide diminue pendant la phase de latence (jusqu'à 2ème jours), ensuite la 

consommation des glucides devient importante dans la milieu pour les quatre souches. Ceci 

peut être expliqué par le fait qu'au début de fermentation, les souches utilisent les nutriments 

facilement assimilables, tels que les sucres fermentescibles du sirop de dattes pour leur 

croissance (Leveau & Bouix, 1993). 
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       La concentration de sucre augmente le troisième jour et diminue ensuite le quatrième 

jour, puis revient à augmenter le cinquième jour de fermentation pour atteindre une valeur 

maximale de 33 μg/ml/j. 

       (Dakhmouche ,2016) expliquent l’augmentation remarquable des sucres, durant la phase 

stationnaire, est donc due probablement à la production des polysaccharides par Clavispora 

lusitaniae ABS 7. 

II.6.4. Evolution de la concentration des protéines  

         L’analyse des résultats et la comparaison de la concentration des protéines chez les 

différentes souches fongiques indiquent que la production de protéase fongique, obtenue par 

les quatre souches sur le milieu liquide à base de jus de datte, est très importante. Ces résultats 

seront plus détaillés dans le courbe suivant : 

 

Figure 13: variation de concentration des protéines  au cours de la culture chez les souches 

levurèinnes. 

        La concentration en protéines diminue pour les quatre souches des levures pendant 2ème 

jour. Il passe de 1.85 à 0.5 µg/ml/j pour C. neoformans, 1.5 à 0.33 µg/ml/j pour C. 

malbranchea, 1 à 0.4  µg/ml/j pour O. canadensis et 1.23 à 0.39 µg/ml/j pour Neascytalidium.  

Après le 2ème jour, On observe une augmentation de 0.42 à 2.2 µg/ml/j dans le taux de 

protéines cette augmentation pendant la phase exponentielle de la fermentation (à partir de 

2ème jour) est expliquée par la synthèse des enzymes et en particulier protéase (Arnaud et 

Guiraud, 1999). Cette progression est en parfaite synergie avec les cinétiques de croissance et 

d'activité protéolytique des souches. ce qui laisse suggérer que la diminution de taux des 
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protéines pendant les premiers jours de fermentation est le résultat de la faible production de 

protéase (nature protéique) dans cette phase. 

        Au dernier jour nous  assistons une diminution,  qui  se  stabilise  à    des  concentrations 

minimales. (Merabti ,2006) aussi  noté une telle baisse dans son étude sur la levure 

Lipomyces sp au  bout  de la fermentation. Cette  chute  est probablement   due  à l’action  

protéolytique  des  protéases (Leveau & Bouix, 1999). 

4. Evolution  de l'activité protéolytique  

            La cinétique d'évolution de l'activité protéolytique des quatre souches, durant le temps 

d’incubation dans un  milieu le milieu liquide à base de jus de datte,  est représentée dans la 

figure suivante : 

 

Figure 14: variation de l'activité protéolytique au cours de la culture chez les souches 

levurèinnes 

       On observe l'apparition de l'enzyme dès le début de la fermentation faible, (activité 

protéolytique de 1000 à 610 μg/ml/j). Après 2 jour, l'activité augmente progressivement pour 

atteindre une valeur maximale de 1700 μg/ml/j après cinq jours de fermentation à 30 °C .  

        Durant les premières 24 h, l’activité est très faible, cela indique que les spores sont 

métaboliquement dormantes et que la dégradation du substrat ne peut s’installer qu’après la 

germination (Assamoi & al., 2009).  
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        Aussi, ( Leveau & Bouix, 1993) est expliquée la diminution par le fait qu'au début de 

fermentation, les souches utilisent les nutriments facilement assimilables, tels que les sucres 

fermentescibles du jus de dattes pour leur croissance.  

       Ces résultats sont similaires à ceux obtenus par de nombreux auteurs en particulier 

(Agrawal & al.,2005) pour l’activité protéasique produite par A. oryzae NCIM 649 sur le son 

de blé supplémenté des protéines de soja, (Lazim & al.,2009) pour la production d’une 

protéase alcaline par Streptomyces sp. CN902 cultivée sur un mélange du son de blé et des 

pierres de dattes hachées et (Chellappan & al.,2006) lors de la production d’une protéase 

alcaline par Engyodontium album BTMFS10 sur un milieu à base du son de blé.  

Le maximum de la production d'enzyme a été observé après 96 heures de la fermentation.  

         Le même temps est rapporté aussi bien pour la production de protéase par Aspergillus 

oryzae (Wang & al., 2008 ; Murthy & Naidu, 2010). Par ailleurs, (Battaglino et  al., 1991) 

indiquent un intervalle de temps de 72-96 heures nécessaire  pour la production d’une activité 

maximale de la protéase neutre par Aspergillus oryzae cultivée sur le son de blé en SSF.  

         D'après ces résultats on trouve que l'activité protéolytique varie d'une souche à l'autre 

suivant la durée d'incubation dont la meilleure production de protéase est obtenue avec la 

souche S1 identifiée comme Cryptococcus neoformans avec une valeur de 1700 μg/ml/j et 

biomasse de 38 g/l au 5ème jour d'incubation. 

II.7 Purification de la protéase à partir Cryptococcus neoformans 

      La souche  Cryptococcus neoformans donne un profil d’actvité plus remarquable par 

rapport aux autres souches ; ceci justifie le choix de cette  dernière pour l’étape de la 

purification.  
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II.7.1. Précipitation par sulfate d’ammonium et dialyse 

      Beaucoup de sels sont utilisés pour effectuer la précipitation des protéines (enzyme) par le 

salage. Cependant, le sulfate d’ammonium est le produit le plus largement répandu de par sa 

solubilité très élevée, son faible coût et son pouvoir non dénaturant vis à vis des enzymes 

(Nam Sun Wang., 2001).   

Tableau 14:Bilan de la précipitation fractionnée par le sulfate d'ammonium de la protéase 

produite par Cryptococcus neoformans 

        

        D’après les résultats obtenus, on note une augmentation remarquable de l’activité 

spécifique au cours de la purification, qui passe de 38.41 U/mg pour l’extrait enzymatique 

brut à 43.5 U/mg dans le cas de l’extrait purifié obtenu par dialyse, ce qui reflète une 

augmentation en rendements d’activité jusqu’à 53.09 % obtenu à la fin de la purification.  

        Le degré  (facteurs) de purification obtenu pour la protéase de Cryptococcus neoformans 

(1.02) sont inférieur à ceux rapportés par ( Preetha & Boopathy,1997 & Siala  al., (2009), 

qui ont obtenu des facteurs de purification de 5,3 et 3,55 concernant la  protéase de 

Rhizomucor miehei NRRL 3500 et d’A. niger I1 respectivement. Alors qu’il est inférieur par 

rapport aux résultats trouvés par (El-Bendary et al., 2007) et (Nuoani et al.,2009), travaillant 

sur la purification des enzymes produites par Bacillus sphaericus et Mucor pusillus 

respectivement (le facteur de purification trouvé est 13). 

        L'augmentation du facteur de purification et de rendement au fur et à mesure des étapes, 

ce qui reflète l’approche vers l’obtention d’une enzyme pure (Nam Sun Wang., 2001). 

 

 

 

 FP R (%) Ac S 

(U/mg) 

PT (mg) Ac T 

(U) 

Etape 

1 %100 38.41 25.6 930.2 Extrait enzymatique brut 

1.02  %10.2 39.18 2.56 100.30 Précipité à 60% 

1.13 .0953 % 43.5 12 522 Après dialyse 
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Conclusion et perspective 

        L'enzyme protéolytique  est l'une des plus importantes hydrolases actives sur caséine 

dont les domaines d'application s'élargirent de plus en plus. La production de cette enzyme a 

été faite par certaine, levure, moisissures et des bactéries. 

      Notre étude comporte trois axes de recherche. Le premier concerne la sélection et 

l'identification de souches levuriennes protéolytiques isolées du sol saharienne  (chatte El-

Oued) , la seconde partie est consacrée à la préparation et  l'analyse physico-chimie de jus de 

datte et troisième partie concerne la purification de la protéase par l'utilisation de membrane 

de dialyse de marque Spectra/Por® 3 . 

         Plus de suite , l'isolement des levures, a permis de répertorier 04 souches (S1, S2, S3 et  

S4), pour la sélection, nous avons utilisé un milieu PDA à 5 % de caséine . Toutes les souches 

S1, S2, S3 et S4  ont révélé des activités protéolytiques  importantes. Ces dernières ont 

ensuite subirent des tests pour son identification: études morphologique, biochimique et 

physiologique. Elles semblent être appartenir au genre  pour Cryptococcus neoformans S1, 

Coccidioides Malbranchea S2, pour Onychocola canadensis S3 et Neoscytalidium S4. Tous 

les souches précédemment sélectionnés  et identifier ont été retenues pour la production 

enzymatique. 

      L'étude cinétique de la production de le protéase sur le milieu de base, révèle que la 

production enzymatique atteint son maximum de 1700 µg/ml/j après 05 jours d'incubation de 

Cryptococcus neoformans  avec un taux de croissance maximale (biomasse) de 38 g/l. 

       La purification totale de protéase par le sulfate d'ammonium à 60 % de saturation a 

permis l'obtention d'une activité spécifique 39.18 (U/mg). En effet l'utilisation de 

centrifugeuse réfrigèrent 9000 tour /20 minute apparue des protéines précipitées,  qu'ils  

utilisées  par de membrane de dialyse Spectra/Por® 3, pour obtenues le résultat finale de 

protéase pure. 

       L'importance de protéase dans les différentes fonctions vivants, nous préposons comme  

perspective, la production de protéase poudre pour facilitées ces utilisation dans les 

différentes domaines d'application (alimenteux, pharmaceutique, médicale). 
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Annexe 01: Milieux de culture 

1. Potato dextrose agar (PDA) (Guiraud, 1998) 

 Compositions 

 Pomme de terre ………….………………………..…200 g 

 Glucose ……………………………………………...20 g 

 Agar ………………………………………………….20 g 

 Eau distillée…………………………………………..1000 ml 

 Protocole 

 mesuré par d'un balance du marque KERN,  200 g de la pomme de terre lavées . 

 Couper en cubes dans 500 ml d'eau distillée. 

 Utilisé le plaque chauffant du marque LABTECH, pour se réchauffe d'échantillon 

pendant 30 à  45 min. 

 Écraser la pomme de terre, filtrer par papier de filtre pour obtenue le filtrat.  

 D'autre part faire fonder 20 g de l'agar dans 500 ml d'eau distillée. 

 Ajouter le filtrat à la solution d'agar , puis  ajouter  20 g de glucose.. 

 Compléter le volume à 1000 ml dans l'erlenmeyr . 

 Stériliser par d'autoclavage  de la marque TIMO PRINT à 120° C pendant 20 min. 

 

 

Figure 15: les étapes de préparation de milieu PDA 



 

 

 

2. Milieu de lait gélosé 

Compositions 

 Poudre de lait………….….. 5g 

 Agar ………………………. 5g 

 Eau distillée ………………. 100 ml 

Protocole 

 Mesuré par d'un balance du marque KERN , 5g poudre de lait et nous versons dans 

l'erlenmeyer avec 50 ml d'eau distillée . 

 Ajouter de 5g d'agar . 

 Compléter le volume jusqu'a 100 ml d' eau distillée . 

 Porter sur agitateur magnétique chauffant du marque UVB , pour l'ébullition pendant 

30 à  45 min. 

 Puis stérilisé le milieu de lait gélosé par l’autoclave du marque TIMO PRINT à 120°C 

pendant 30 minutes . 

 couler dans des boites de pétrie pour l'expérience . 

 

 

                                  

Figure 16: le  milieu de lait gélosé qui préparé 

 



 

 

3. Milieu Eau de levure 0.5 % 

Préparation de milieu d'eau de levure 0.5 % 

 5 g d'extrait de levure. 

 1000 ml d'eau distillé. 

Protocole  

 Mesuré par d'un balance du marque KERN , 5g d'extrait de levure. 

 Nous versons dans l'erlenmeyer , 5g d'extrait de levure avec 1000 ml d'eau distillé. 

 Ajuster le pH à 5.0 par de pH mètre du marque INOLAB  

 Stériliser par d'autoclavage  du marque TIMO PRINT à 120 °C pendant 15 min. 

 

 

Figure 17: les étapes de préparation de milieu d'eau de levure 0.5 % 

 

 



 

 

Annexe 02: Identification phénotypique des souches 

         pour l'identification phénotypique des souches levuriennes , dans le tableau suivant il 

existe 02 types des études des caractères microscopiques  et biochimiques et physiologique . 

1. d'étude des caractères microscopiques   

 Morphologie cellulaire et mode de multiplication végétative. 

 Test de filamentation  

2. d'étude des caractères biochimiques et physiologique  

 Test de fermentation des sucres sur milieu d'eau de levure 0.5 %. 

 Test d'assimilation des composés azotés. 

Tableau 15: les types des études des caractères microscopiques  et biochimiques et 

physiologique. 

étude des caractères microscopiques   étude des caractères biochimiques et 

physiologique 

Morphologie 

cellulaire et mode 

de multiplication 

végétative 

Test de 

filamentation 

 

Test de fermentation 

des sucres sur milieu 

d'eau de levure 0.5 %. 

Test d'assimilation 

des composés azotés 

 
 

  

  

 

 

 



 

 

 

Annexe 03 : Détermination des caractères physicochimique 

1. Détermination d'humidité (Audigie et al., 1984) 

Compositions 

 de dattes …………..10 g. 

Protocole 

 Mesure de capsule vide par d'un balance du marque KREN . 

 Mesure la masse d’échantillon  de  datte  avant de  placée à l'intérieur d'étuve . 

 Nous entrons dans l'échantillon de datte dans l'étuve  du marque MEMMERT réglée à 

105°C  pendant 2 h  jusqu'a  5 h. 

 Puis mesure la masse séché d’échantillon  de  datte après 5h par balance du marque 

KREN ,  pour détermination l'humidité .  

 

 

Figure 18: les étapes de la détermination l'humidité de datte 

 



 

 

2. Détermination du taux de cendres  (Audigié et al., 1984) 

 De  datte …………..10 g . 

Protocole 

 Les  cendres  sont  déterminées  par  incinération. 

 La  prise d’essai  ayant  servi  à  la détermination de la matière sèche  à 105°C pendant 

2 à 5h. 

 Suivie par une calcination au four à  moufle du marque NABERTHERM  à  550°C  

pendant 5h. 

 Mesuré la masse d'échantillon par d'un balance analytique du marque AS 220 R2 

RADWG .    

 Les  cendres  exprimées  en  pourcentage  de  masse  sont  données par la formule  

 

Figure 19: la détermination du taux de cendres  de datte 

 



 

 

3.L’acidité titrable  (NF V 05-101 du janvier 1974) 

Protocole 

 Prélever 25 ml du jus et les verser dans une fiole jaugée de 250 ml.  

 Compléter jusqu’au trait de jauge avec de l’eau distillée puis agiter (dilution).  

 Prélever  un  volume  V  =  25  mL  de  la  solution  préparée.   

 Puis  ajouter  0,25  à  0,5  ml  de phénophtaléine.  

 Doser cette solution à l’aide d’une solution de soude de concentration 0,1 et repérer le 

volume équivalent au moment du virage de l’indicateur coloré. (Coloration rose ). 

  L'acidité  titrable,  exprimée  en  milliéquivalent,  pour  100 g  de  datte est  obtenue  

en  tenant compte de la dilution opérée par la formule suivante:  

 

     

 V0 : le volume, en millilitre, de la prise d'essai.  

 V1 : le volume, en millilitre, de la solution d'hydroxyde de sodium 0,1N utilisée.  

 

 

Figure 20: les étapes de la détermination l’acidité titrable  de datte par l'utilisation d'agitateur 

magnétique 

 

 



 

 

Annexe 04 : Détermination cinétique de production enzymatique des souches 

sélectionnées 

 

1. Détermination de pH  

Composition     

 milieu de base constitue de microorganisme .       

 

 

Figure 21: mesuré le pH de l’extrait enzymatique des souches sélectionnées par de pH mètre 

du marque  CONSORT 

 

2. Mesure de la biomasse (Pedersen & Nielsen , 2000)   

 Protocole expérimentale 

     Pour déterminé le poids sec de la biomasse suivez les étapes suivantes :  



 

 

 Le poids sec de la biomasse est déterminé à la fin des fermentations , après 

centrifugation par l'utilisation de centrifugeuse du marque SIGMA en 3900 tours  

pendant  20 min . 

 le surnagent est écarté  mais, rinçage  le culot  avec 1 ml l'eau  distillée.  

   Dans l’étuve du marque MEMMERT ,  réglée  à  105°C  jusqu' à  poids  constant  

pendant  24 h .  

 A la fin  mesuré la biomasse  à l' aide d’un balance analytique du marque AS 220 R2 

RADWAG   .  

 

 

Figure 22: les étapes mesure de la biomasse par utilise le centrifugeuse à 3900 tours et l'étuve 

à 105 o C 

3. Dosage des sucres totaux (Dubois et al., 1956) 

Réactifs  

 Phénol 5 % dans l'eau distillée. 

  Acide sulfurique concentré à 95 % de pureté et de densité d = 1,84. 

 



 

 

Protocole expérimentale 

 On ajoute 1 ml l'extrait enzymatique de datte  avec  10 ml d'eau distillé. 

 Suivi par l'addition de 1 ml de phénol à 5 % et 5 ml d'acide sulfurique concentré. 

 Après l'agitation du tube, laisser refroidir à obscurité pendant 30 min à température 

ambiante.  

 L'apparition du complexe jaune orange est suivie en mesurant par le 

spectrophotomètre du marque UV MINI 1240 , la densité optique à 490 nm.  

 Le taux de sucre est calculé par référence à une courbe d'étalonnage préalablement 

établie avec une solution mère de glucose à 100 µg/ml . 

 

 

Figure 23: détermination le dosage des sucres totaux par le spectrophotomètre UV MINI 

1240 

4. Dosage des protéines (Bradford, 1976) 

Protocole  

Les protéines ont été dosées par la méthode de Bradford (1976), où le bleu de 

coomassie forme avec les protéines un complexe coloré présentant un maximum d'absorption 

à 595 nm. La coloration très sensible peut être effectuée très rapidement et reste stable 

pendant 30 min, le Sérum Albumine Bovine (SAB) est utilisé comme standard. 

Préparation de  bleu de coomassie 

 100 mg bleu de coomassie dissous dans 50 ml éthanol à 95 %;  



 

 

 On ajoute 100 ml d'acide phosphorique à 85 %; 

 On complet le volume jusqu'à 1 l ,  par l'eau distillée. 

Protocole expérimentale 

 On ajoute 0.1 ml de l'extrait enzymatique avec 5 ml du bleu de coomassie. 

 Le mélange et laissé à obscurité pendant 2 à 30 min à la température ambiante. 

 Lecture par le spectrophotomètre du marque UV MINI 1240  l'absorbance  est lue à 

595 nm. 

 

Figure 24: détermination de dosage des protéines  par le spectrophotomètre UV MINI 1240 

5. Préparation la solution tampon citrate de sodium (pH 5,2, 0,1 M) 

Protocole 

           la solution tampon citrate de sodium (pH 5,2, 0,1 M) compose en 02 type des solutions 

( d'acide citrique / de citrate triosodique ) . 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Tableau 16: les étapes de préparation la solution tampon citrate de sodium 

1. Solutions d'acide citrique 

 

2. Solutions de citrate triosodique 

Dans un fiole jaugée dissolvez :  

 4.803 g d'acide citrique  

 4.3815 g de chlorure de sodium 

 0.1 g d'acide de sodium  

Dans l'eau distillée et compète à 500 ml.  

 

Dans un fiole jaugée dissolvez :  

 7.3525 g de citrate de sodium 

 4.3815 g de chlorure de sodium 

 0.1g d'acide de sodium 

Dans l'eau distillée et compète à 500 ml.  

   

Ajuste le pH  = 2.5  de la solution de citrate triosodique à pH 5.03 avec la solution d'acide 

citrique .  

 

6. Dosage de l' activité protéolytique (Siboukeur et al ., 2005) 

Réactifs 

 la solution tampon citrate de sodium (pH 5,2, 0,1 M) 



 

 

 TCA à 12%. 

Protocole 

         La détermination de l’activité protéolytique de l’extrait enzymatique comporte cinq 

étapes : 

 Dilution des extraits enzymatique avec la solution tampon citrate de sodium (pH 5,2, 

0,1 M) . 

 Hydrolyse enzymatique réalisée par l’incubation à 35°C pendant 60 min d’un volume 

de 1ml d’extrait dilué.  

 Blocage de la réaction enzymatique obtenu après 60 min par l’adition de 5 ml de TCA 

à 12%.  

 Mesure de la protéolyse effectuée après un repos de 15min à la température ambiante 

du surnageant. 

 Détermination de l’absorbance à 280 nm. 

 

Figure 25: détermination la dosage de l'activité protéolytique par de spectrophotomètre UV 

MINI 1240 

 

 

 

 

 



 

 

Annexe 05: Courbes d'étalonnages 

 

Figure 26: Courbe d'étalonnage de glucose  (1µg/ml) pour le dosage de sucre 

 

Figure 27: Courbe d'étalonnage utilisée (BSA 1µg/ml) pour le dosage des protéines 

 

 

Figure 28: Courbe d'étalonnage utilisée de concentration de tyrosine (1µg/ml) pour d'activité 

enzymatique 
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                                         Annexe 06: Purification de protéase 

 

 

 

ensemencement incubation 

                 3 à 5 jours 

                     

          Centrifugation 

                                                                 Le culot obtenu est écarté 

 

 

 

                                                                                                                          Centrifugation 

 

 

                 

 

 

 

 

 

 

 

Préparation de l'extrait enzymatique 

                                        Incubation                                    Ensemencement  

 

                                          3 à 5 jours   

Précipitation par sulfate d'ammonium 

Agitation de 100 ml d'extrait 

enzymatique 60 % sulfate 

d'ammonium solide sur  bain 

de glace pendant 1 heure 

Purification le culot qui contient 

d'enzyme dans  10 ml tampon  

phosphate  par  membrane  de 

Le surnageant obtenu est écarté 
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Résumé  

        Le but  d'étude est de produire et d'étudier les propriétés de l'enzyme protéase, produite par la levure isolée du sol du désert algérien 

d'El Oued ( Chatte ). Quatre types de levures ont été isolés, et ces espèces ont été sélectionnées en utilisant un milieu de traitement lait 

gélosé stérile, avec 5% de caséine. Lorsque les résultats obtenus ont montré que quatre souches de levure ont la capacité de produire une 

protéase pour cette substance . En étudiant les caractéristiques des phénotypes, il nous est apparu que les quatre types de souches de levure 

différentes: Cryptococcus neoformans pour souche 01, la souche 02 sont Coccidioides Malbranchea , que ce soit la souche 03 sont  

Onychocola canadensis, et la souche 04 Neoscytalidium . Après avoir procédé à des analyses physico-chimiques de jus dattes, obtenus par 

les résultats ont montré que le jus de dattes est très riche en sucres  pourcentage estimé (70%), qu'il est approprié pour la culture de levure 

isolée à partir du sol, et est responsable de la production des caséines analyste de la protéase. On a également étudié la production de 

l'enzyme dans le centre d'un milieu liquide stérile, à l'intérieur d'un des flacons en verre stériles avec une capacité de 200 ml contenant 

chacun 50 ml du centre de l'implant, où (température 30 ° C et pH 5).  Dans ces conditions, la masse des cellules produites à 38 g / l et 

l'activité enzymatique ont été estimées à 1700 unités, telles qu'obtenues au cinquième jour d'incubation.. En étudiant et en comparant de 

production de la protéase  à des degrés divers, ont été sélectionnés souche 1 Cryptococcus neoformans, produisant une souche  meilleure  

par rapport au des autres espèces.En fin de compte, les résultats obtenus ont montré par la purification de l 'enzyme, en utilisant une 

centrifugeuse spéciale, pour séparer l'enzyme à partir des cellules de levure et le reste des composants de la centrale de l'implant, où la 

température de 4 ° et la rotation vitesse du cycle 9000 pendant 20 minutes, plus Dialyse technologie, que nous utilisons dans lequel une 

membrane spécifique du type de Spectra / Por® 3, pour séparer l'enzyme à partir des sels restants à la suite de l'utilisateur de sulfate 

d'ammonium au cours de l'expérience, de sorte que nous avons pu finalement et à travers ces techniques pour obtenir la protéase  avec un 

caractère liquide du produit pure à 100% par la levure isolée de reproduction saharien algérien dans la Wilayat d'El Oued.  

 Mots-clés: protéase, levure, jus de dattes, purification, Cryptococcus neoformans, Spectra / Por® 3. 

 

Abstract  

The aim of the study is to produce and to study the properties of the protease enzyme, produced by the yeast 

isolated from the soil of the Algerian desert of El Oued (Chatt). Four types of yeasts were isolated, and these species were 

selected using sterile milk agar with 5% casein. When the results obtained showed that four yeast strains have the ability to 

produce a protease for this substance. By studying the characteristics of the phenotypes, it appeared to us that the four 

different types of yeast strains: Cryptococcus neoformans for strain 01, the strain 02 are Coccidioides Malbranchea , that it 

is the strain 03 are Onychocola canadensis, and the strain 04 Neoscytalidium. After conducting physicochemical analyzes of 

juice dates, obtained by the results showed that the dates juice is very rich in estimated percentage (70%) sugars, that it i s 

suitable for the yeast culture isolated from the soil, and is responsible for producing casein analyte protease. The production 

of the enzyme in the center of a sterile liquid medium was also studied inside one of the sterile glass vials with a capacity of 

200 ml, each containing 50 ml of the center of the implant, where (temperature 30 ° C and pH 5.)Under these conditions, the 

mass of the cells produced at 38 g / l and the enzymatic activity were estimated at 1700 units, as obtained at the fifth day of 

incubation. By studying and comparing production of the protease with various degrees, were selected strain 1 Cryptococcus 

neoformans,  producing a better strain compared to the other species .  In the end, the results obtained showed by the 

purification of the enzyme, using a special centrifuge, to separate the enzyme from the yeast cells and the rest of the 

components of the implant plant, where the 4 ° temperature and 9000 cycle speed rotation for 20 minutes, plus Dialysis 

technology, which we use in which a specific membrane type Spectra / Por® 3, to separate the enzyme from the remaining 

salts as a result of the ammonium sulphate user during the experiment, so that we could finally and through these techniques 

to obtain the protease with a liquid character of the 100% pure product by the isolated Algerian Saharan breeding yeast in the 

Wilayat d'El Oued. 

Keywords:  protease, yeast, date juice, purification, Cryptococcus neoformans, Spectra / Por® 3. 
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