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ملخص 
 

حًاو انصانحٍٍ بًُطقت )دساست يعًقت حىل بكخٍشٌا يحبت نهحشاسة حى عضنها انعاو انًاظً يٍ يىاقع يائٍت فً

انبحث و، حخعًٍ انذساست ححسٍٍ يعاٌٍش انًُى، (انًذٌت، حًاو كساَا بًُطقت انبىٌشة، وحًاو سٌغا بًُطقت عٍٍ انذفهى

 . كشوباث، وانقذسة عهى حكىٌٍ انبٍىفٍهىييعاداث انىكزنك عٍ انُشاغ الاَضًًٌ، و

َا يٍ دساست ثلا، حعشٌف انسلالاث انًعضونت بُاء عهى خصائصها انعٍٍُت وانًدهشٌت وانكًٍٍائٍت انحٍىٌت، يكٍأو

. Lysinibacillusو,Bacillus, Brevibacillus, Paenibacillusسلالاث حُخًً انى

حقٍٍى انُشاغ الاَضًًٌ نهسلالاث انًذسوست يكٍ يٍ اٌداد سلالاث ححخىي عهى اَضٌى الايٍلاص، اَضٌى انسهٍلاص، 

   واَضٌى انهٍسٍثٍٍ، وقًُا اٌعا بخقٍٍى انُشاغ انًعاد T80و T20اَضٌى انبكخٍُاص، اَضٌى انكاصٌٍُاص، اَضٌى الاسخٍشاص 

نهًٍكشوباث نهسلالاث انًذسوست ظذ حسع سلالاث يٍ انبكخٍشٌا وانفطشٌاث انًسببت نلايشاض يعٍاسٌت يُها 

Staphylococcus aureus, pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, 

staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Bacillus subtilis; Saccharomyces cerevisiae, 

Candida albicans, Aspergillus brasiliensis حى اٌداد هزا انُشاغ عُذ بعط انسلالاث انًحبت نهحشاسة ،

. حدشٌبٍا

، انُخائح (انكًٍت وانُىعٍت)قًُا اٌعا بذساست قذسة هزِ انسلالاث عهى حكىٌٍ انبٍىفٍهى يٍ خلال غشٌقخٍٍ 

. SLIMEانًخحصم عهٍها اشاسة انى قذسة انسلالاث عهى اَخاج

 NaCl وحشكٍض C°60قًُا بخحسٍٍ يعاٌٍش انًُى نهسلالاث، وهزِ انذساست سًحج باسخُخاج اٌ دسخت حشاسة 

 هً انقٍى الاحسٍ نهًُى، هزِ انُخائح حى انحصىل عهٍها عٍ غشٌق يخطػ 7.1 و5.5 ودسخت انحًىظت بٍٍ 0.2%

. انخداسب

اخٍشا، حًج ًَزخت انُخائح انخدشٌبٍت عٍ غشٌق ححهٍم احصائً يٍ اخم انحصىل عهى ًَىرج سٌاظً ٌهخص كم 

.  َخائح هزا انعًم

 يخطػ ، بٍىفٍهى،انُشاغ انًعاد نهًٍكشوباث،انُشاغ  الاَضًًٌ، ححسٍٍ،انًحبت نهحشاسة: انكهًاث انًفخاحٍت

 . انًُزخت،انخداسب

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Abstract: 

An in-depth study of thermophilic bacteria isolated last year at three geothermal 

sites (Hammam Elsalhin in the MEDEA region, Hammam K'sana in the BOUIRA region 

and Hammam Righa in the AIN DEFLA region), this study includes optimization of 

growth parameters, evaluation of enzymatic and antimicrobial activity and the ability to 

form biofilm. First, the phenotypic characterization of the isolated strains based on their 

macroscopic, microscopic and biochemical properties allowed us to study strains 

belonging to the genera Bacillus, Brevibacillus, Paenibacillus, and Lysinibacillus. The 

evaluation of the enzymatic activity of the strains studied made it possible to find strains 

amylase positive, cellulase positive, pectinase positive, Caseinase positive, esterase (T20) 

positive, esterase (T80) positive and lecithins positive strains. In addition, the antimicrobial 

activity of the strains studied was evaluated against nine standardized pathogenic test 

strains. The presence of this effect was detected in certain strains experimentally against 

Staphylococcus aureus, pseudomonas aeruginosa, staphylococcus epidermidis, Aspergillus 

brasiliensis. Thus, we analyzed the biofilm formation ability of thermophilic strains via 

two methods (quantitative and qualitative), the result obtained to show the ability of the 

strains to produce slime. As a result, the growth characters of the strains were not 

optimized and this study led to the conclusion that the temperature 60°C, the concentration 

of NaCl (0.2%) and the pH between 5.5 and 7.1 are the optimal values for the growth of 

the strains studied.  These results are obtained using a plan of experiments. Finally, the 

modeling of the experimental data was carried out by statistical analysis in order to have a 

mathematical model summarizing all our results along this work. 

Keywords: thermophiles, optimization, enzymatic activity, antimicrobial activity, biofilm, 

plan of experiments, modelling. 

 

  



 

 

Résumé : 

 

Une étude approfondie sur des bactéries thermophiles isolées l’année passée au 

niveau de trois sites géothermaux (Hammam Elsalhin dans la région de MEDEA, 

Hammam K’sana dans la région de BOUIRA et Hammam Righa dans la région de AIN 

DEFLA), elle comprendre une optimisation des paramètres de croissance, une évaluation 

de l’activité enzymatique, antimicrobienne et la capacité de formation de biofilm. D’abord, 

La caractérisation phénotypiques des souches isolées à base de leurs propriétés 

macroscopiques, microscopiques et biochimiques nous a permis d'étudier des souches 

appartenant aux genres Bacillus, Brevibacillus, Paenibacillus, et Lysinibacillus 

.L'évaluation de l'activité enzymatique des souches étudiées a permis de trouver des souche 

amylase positif, cellulase positif, pectinase positif, Caseinase positif, estérase (T20) positif, 

estérase (T80) positif et des souches lécithines positives.  De plus on a évalué l’activité 

antimicrobienne des souches étudiés contre neuf souches testes pathogènes standardisées, 

La présence de cet effet a été détecté chez certaines souches expérimentalement contre 

Staphylococcus aureus, pseudomonas aeruginosa, staphylococcus epidermidis, Aspergillus 

brasiliensis   . Ainsi, on a analysé l’aptitude de formation de biofilm des souches 

thermophiles via deux méthodes (quantitative et qualitative), le résultat obtenu à montrer la 

capacité des souches à produire de slime. En suites, On na optimiser les caractères de 

croissance des souches et cette étude a permis de conclure que la température 60°C, la 

concentration de NaCl (0.2%) et le pH entre 5.5 et 7.1 sont les valeurs optimales de 

croissance des souches étudiées. Ces résultats sont obtenus à l’aide de plan d’expériences 

Enfin, La modélisation des données expérimentales a été réalisées par l’analyse statistique 

afin d’avoir un modèle mathématique résume toute nos résultats le long de ce travail.   

Mots clés :Thermophiles,Optimisation, activité enzymatique, activité antimicrobienne, 

biofilm, plan d’expériences,modélisation. 
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Les microorganismes vivant dans des environnements extrêmes ont toujours été 

considérés comme un sujet de recherche populaire par les scientifiques. En particulier, la 

tolérance des composants cellulaires de ces microorganismes aux hautes températures a 

entraîné l’utilisation extensive des bactéries thermophiles dans différents types 

d’applications biotechnologiques (ADIGÜZEL et al., 2011). Les bactéries thermophiles 

sont des microbes qui habitent principalement les sources chaudes, vivent et survivent à 

des températures élevées, elles ont été moins explorées en raison de difficultés d’isolement 

et de maintien en culture pure (Panda et al., 2013).  Les enzymes thermostables produites 

par ces microorganismes sont très importantes pour les applications industrielles en raison 

de leurs résistances dans différentes conditions de fonctionnements, ces enzymes se sont 

avérées plus stables contre de nombreux solvants, détergents, pH acides et alcalin et 

températures élevées. En raison de ces propriétés, l’isolement et l’identification des 

bactéries thermophiles, ainsi que la détermination et la caractérisation de leurs enzymes 

sont très essentielles (Baltaci et al, 2017). Autres sources de composés bioactifs des 

bactéries thermophiles qui présentent de nombreux avantages pour la vie humaine, est la 

source d’antimicrobiens (Octarya et al., 2022). Comme les agents pathogènes microbiens 

évoluent continuellement et développent une résistance aux antibiotiques, il y a eu une 

demande accrue pour la découverte et le développement de nouveaux composés 

antimicrobiens efficaces (Alrumman et al., 2018). L’Algérie est un pays riche par sa 

diversité écologique et géologique, il existe des écosystèmes extrêmes tels que les sebkhas, 

les sols désertiques et surtout les sources chaudes, exploitées pour leurs bienfaits, 

notamment thérapeutique. Cependant, ces sources n’ont été que très peu étudiées d’un 

point de vue biodiversité et ce n’est que récemment qu’on s’est intéressé aux 

microorganismes habitants ces environnements (Bouanane-Darenfed et al., 2011). 

Les objectifs de ce travail peuvent être résumés dans les points suivants :  

 Enrichissement et identification phénotypique des souches thermophiles. 

 Evaluation de l’activité enzymatique des souches préalablement isolées sur les milieux 

(gélose à l’amidon, gélose CMC, gélose à la pectine, gélose tween 20, gélose tween 80, 

gélose à la base de lait écrémé, gélose au jaune d’œuf). 

 Optimisation des paramètres de croissance (PH, T°, NaCl). 

 Evaluation de l’activité antimicrobienne et l’aptitude de formation de biofilm. 

 Modélisation mathématique des données expérimentales.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre I : Revue 

bibliographique 
 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

Partie 1 : Les sources 

thermales et les 

thermophiles



Chapitre I    Revue bibliographique 

2 

 

I.1Introduction 

Selon Gilbert, on dit des sources naturelles que ce sont des sources chaudes : si la 

température de son eau est supérieure à la température moyenne au nulle de 15°C 

(Gilbert,1875).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.1 Exemple de sources thermales : A. Hammam D’bagh de Guelma (Algérie), 

B. Hammam korbous (Tunisie)(Bouacem, 2016). 

En Algérie, nombreux sources thermales réparties sur la presque totalité du Nord 

Algérien. (Fekraoui et al, 1999), Plus de 282 sources thermales ont été inventoriées par 

l’Agence Nationale des Ressources Hydrauliques (ANRH), Elles sont réparties sur 24 

wilayas avec une plus forte concentration au Nord – Est du pays, Ces sources thermales 

sont principalement exploitées en balnéothérapies.(Ouali et al,2018). 

Les températures des eaux chaudes Algériennes varient de 22 à 98,8°C, les plus 

élevées enregistrées sont : 68,8°C pour la zone Ouest (Hammam Bouhnifia), 80,8°C pour 

la zone centrale (Hammam el Biban) et 98,8°C pour la zone Est (Hammam Meskhoutine) 

au nord de l’Algérie.(Saibi, 2009). 

En plus des nombreuses sources thermales dans le nord du pays, il existe dans le sud 

algérien et plus exactement dans le Sahara septentrionale, une importante réserve en eau 

thermale qui est la nappe du continental intercalaire.(Ouali et al, 2006). 
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Tableau 1 : Caractéristique de quelques sources thermales du nord de l’Algérie (Ouali et 

al,2006). 

Sources Thermales Région 
Faciès 

chimique 

Résidus 

secs 

(mg/l) 

Température 

(°C) 

Débit 

(litre/second) 

H. Chellala Guelma 
Sulfaté 

magnésium 
1600 98 100 

H. Bou hadjar 
Ain 

T’émouchent 

Chloruré 

sodique 
3210 66,5 - 

H. Bouhanifia Mascara 
Bicarbonaté 

sodique 
1400 66 - 

H. Bou Taleb 
Sétif 

 

Chlorure 

sodique 
3416 52 - 

H. Essalihin Khenchela 
Chlorure 

sodique 
2082 70 - 

H.Salhine Skikda 
Sulfaté 

magnésium 
2046 55 - 

H. Sidi Bou 

Abdellah 
Gelizan 

Chlorure 

sodique 
1194 51 - 

H. Delaa M’sila 
Sulfaté 

sodique 
1980 42 - 

H. Rabi Saida 
Chlorure 

sodique 
1524 47 - 

H.Sillal Bejaia 
Chlorure 

sodique 
2221 46 - 

H. Ben Haroun Constantine 
Chloruré 

sodique 
3762 42 10 

 

I.2 La Microbiologie des eaux thermale : 

Les eaux minérales et thermales ne sont pas stériles, mais contiennent une flore 

microbienne indigène liée aux caractéristiques physiques et chimiques de ces biotopes. 

Cette microflore peut être divisée en deux groupes sur une base métabolique :  

Le premier groupe : les bactéries lithotrophes qui puisent leur énergie dans les 

substances inorganiques et jouent un rôle important dans le cycle des éléments comme le 

soufre et le fer. 

Le deuxième groupe : les bactéries organotrophes essentiellement composées de 

bacilles Gram négatif. Ils n’ont pas d’importance sanitaire mais toute augmentation brutale 

de leur nombre peut indiquer une contamination de la ressource (Capdepuy et 

Canellas,1995). 
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I.3 Le Mode Des Extrémophiles : 

Les Microorganismes nécessitant des environnements extrêmes pour leurs croissances 

sont appelés Extrémophiles, ce terme a été utilisé pour la premier fois par Mac Elory en 

1974 (Comes et steiner, 2004). 

Un environnement est qualifié d’extrême lorsque les paramètres physico-chimiques 

qu’il renferme sont le plus souvent hostiles à la vie conduisant en une spécialisation et /ou 

une diminution de la biodiversité existante : PH inférieure à 5 ou supérieur à 9, pression 

supérieure à 20 MPA, température supérieure à 50°C ou inférieure à 10°C, et des 

concentrations en sels supérieures à 3-4 en Nacl jusqu’à saturation (35% en Nacl) 

(Gregorie etal, 2009). 

Tableau 2: les principales caractéristiques des environnements extrêmes les plus étudiés 

(Kristjansson et hreggevidsson, 1995). 

Habitat Température (C°) PH Salinité (% W/V) 

Eau douce alcaline de sources chaudes. ˃ 60 ˃7 < 6 

Champsacides solfatares. ˃ 60 < 3 < 6 

Les boues anaérobies et le 

solgéothermiques. 

˃ 60 5 à 7 < 6 

Zones acides riches en soufre et pyrite. < 50 < 3 < 6 

Milieux alcalines carbonates. < 50 ˃ 8 < 6 

Les lacs de soudes. < 50 ˃ 9 ˃ 6 

Les lacs hyper salins. < 50 5 à 8 ˃ 6 
 

I.4 Les thermophiles : 

Selon leur nom les thermophiles « therme : chaleur, philein : aimer » ce sont des 

micro-organismes qui aiment la chaleur. 

Ils font partie des Extrémophiles ces derniers sont capable de se développer à des 

températures relativement élevées entre 45°C et 122°C (Kambourova et al, 2012). 

Thomas D. Brock « Le Microbiologiste à l’origine de la découverte des micro-

organisme thermophiles » à définit les thermophiles comme des êtres vivants dont la 

température optimale de croissance se situe au-dessus de 60°C. 

Selon Karlstetter les organismes thermophiles tous les êtres vivants qui se 

développant à des températures supérieures à 45°C, cette dernière définition permettre de 

définit trois sous catégories au sein des thermophiles : 

 Les thermophiles modérés avec une température optimale de croissance entre 55°C et 

65°C. 
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 Les thermophiles extrêmes avec une température optimale de croissance entre 65°C et 

80°C. 

 Les hypers thermophiles avec une température optimale de croissance supérieur à 80°C. 

Les thermophiles sont dans leur immense majorité aux deux domaines de procaryote : que 

sont les Bactéria et les Archaea, mais quelques eucaryotes thermophiles ont également 

été décrits 

 Chez les eucaryotes, les températures maximales de croissance recensées à ce jour se 

situent aux alentours de 50°C chez les plantes et les animaux, de 60°C chez les 

champignons microscopiques et de 70°C chez les protozoaires.  

 Chez les procaryotes, l’on compte un grand nombre d’hyper thermophiles dont 

beaucoup sont affiliés aux archées. 

Le micro-organisme le plus hyper thermophile connu à ce jour est l’archer 

pyrolobusfumarii capable de se diviser à la température maximale de 113°C et incapable 

de se développer en dessous de 90°C. (Alain et al,2010). 

I.5 La niche écologique des thermophiles : 

I.5.1 Le biotope naturel : 

Les environnements naturellement chauffés sont variés entre les sources 

hydrothermales terrestres, les sites volcaniques terrestres, les systèmes hydro thermiques 

sous-marins, les sites souterrains, tels que les réserves de pétrole (Oshima et Moriya 

2008). 

I.5.1.1 Biotopes marins : 

L’eau de mer s’infiltre dans les fissures et se réchauffe au contact de la roche 

basaltique (ou roches profondes du manteau ou ultramaphiques) en fusion, pouvant 

atteindre des températures très élevées (jusqu’ à 400°C) puis, par d’autres fissures, remonte 

en surface. Ce fluide hydrothermal est riche en composés réduits tels que H2S, CH4, 

NH4+ ainsi qu’en éléments métaboliques tels que Mn²+, Fe²+, Li+, Cd²+, Cu²+, Zn²+. Le 

mélange de ce fluide avec l’eau de mer froide (2°C) provoque la précipitation d divers 

sulfures métalliques et de sulfate de calcium anhydre, origine des « fumeur » et 

« diffuseurs », qui constituent progressivement les cheminées hydrothermales. C’est dans 

cette zone de mélange turbulent, entre le fluide hydrothermal toxique surchauffé et l’eau de 

mer oxygénée et froide, que se développe la vie hydrothermale (Minic et al, 2006). 

I.5.1.2 Biotopes terrestres : 
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Les zones géothermiques terrestres peuvent généralement être divisée en deux classer 

en fonction de la source de chaleur :  

Le premier type est le champ à haute température situé dans les zones volcaniques 

actives et possèdent une chambre magmatique à une profondeur de 205 Km comme source 

de chaleur. 

Le deuxième type est le champ à basse température situé en dehors de la zone 

d’activité volcanique et chauffé par des coulées de lave profondes ou par du magma mort 

(Canganella,2012). 

I.5.2 Biotopes artificiels : 

Les thermophiles habitent également dans les systèmes thermiques artificiels tels que 

les circuits d’alimentation et les réservoirs d’eau chaude, les centrales nucléaires, les usines 

géothermiques, les puit et forages de pétrole, le compost et les bioréacteurs (Ferrera et 

Reysenbach, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure. 2 Exemples de biotopes naturels chauds. A. Octopus Spring, parc national 

de Yellowstone, B. Volcan de Dallol (Ethiopie) (Bouacem, 2016). 

I.6 Adaptations moléculaires à la thermophilie : 

La vie à haute température est rendue possible par un certain nombre de mécanismes 

adaptatifs et /ou de molécules que l’on retrouve uniquement chez les (hyper)thermophiles. 

I.6.1 Les protéines : 

Les protéines des thermophiles et hyper thermophiles sont plus thermostables que 

celles de leurs homologues mésophiles et fonctionnent de manière optimale à haute 

température. 

Néanmoins, il n’existe aucune règle générale permettant d’expliquer cette 

thermostablité intrinsèque des protéines en générales et des enzymes en particulier est le 

plus souvent due à des modifications mineures de la séquence en acides aminés favorisant 

le repliement de la protéine sous une forme compacte avec un nombre réduit de cavités 

A B 
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internes, un nombre élevé de ponts ioniques contribuant à maintenir l’ensemble et à résister 

à la dénaturation. (Alain et al, 2010). 

I.6.2 Les membranes cytoplasmiques : 

Les membranes cytoplasmiques des microorganismes thermophiles possèdent une 

structure particulière leur permettant de rester stables et fonctionnelles aux températures 

élevées. Celles les bactéries (hyper)thermophiles sont composées d’une bicouche lipidique 

formée d’acides gras liés à un glycérol par une liaison ester et sont exceptionnellement 

riches en acides gras saturés. Cette richesse en acide gras saturés permet d’augmenter la 

température de fusion de la membrane tout en maintenant une stabilité et une fluidité 

optimales dans des conditions de thermophilie (Alaine et al,2010). 

Les membranes des archées (hyper)thermophiles sont, quant à elles composées d’une 

monocouche lipidique de longues chaines d’alcools isopréniques attachés au glycérol par 

des liaisons éther. 

Cette structure en monocouche est incontestablement plus thermo stable que les 

structures en bicouche des bactéries (Ferrera et Reysenbach,2007). 

I.6.3 ADN gyrase reverse : 

Les thermophiles possèdent une enzyme appelée le gyrase inverse responsable de la 

stabilisation d’ADN et empêchent la dénaturation des doubles brins d’ADN aux 

température élevée (Holden, 2009). 

I.7 Les avantages des thermophiles : 

Les microorganismes thermophiles ont suscité un grand intérêt dans le domaine de la 

biotechnologie, Parmi les avantages de l’utilisation des microorganismes thermophiles 

dans les applications biotechnologiques, on énumère certains come suite : 

 Une activité métabolique élevée entraine une augmentation des taux de formation de 

produit. 

 Inactivation ou élimination des microorganismes / pathogènes mésophiles. 

 Production de macromolécules et métabolites thermostables. 

 Les réactions métaboliques se produisent à la même température élevée que les 

substrats solubilisent. 

 Aucune étape de refroidissement requise après les étapes de chauffage. 

 Augmentation des taux de diffusion, ionisation et solubilité des produits chimiques. 

 Une densité, une tension de surface et une viscosité plus faible des solutions améliorent 

les vitesses de réaction. 
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 Récupération directe des produits volatils. 

 Une faible formation de masse bactérienne donne de ratios plus élèves de produit 

souhaité sur un substrat assimilé et une production de déchets inférieures. 

 Les thermophiles peuvent être utilisés directement ou indirectement dans la production 

d’énergie renouvelable. 

 Les thermophiles produisent également d’importante enzymes industriels. (Urbieta et 

al,2015).
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II.1 Les enzymes : 

Les enzymes également connues sous le nom de biocatalyseurs sont une sorte de 

protéines qui ont un degré élevé de spécificité et d’efficacité catalytique dans les cellules 

vivantes (Tan et al, 2019),  le mot « enzyme » a été utilisé pour la premier fois par le 

physiologiste allemand  Wilhelm Kuhne en 1878, lorsqu’il décrivait la capacité de la 

levure à produire de l’alcool à partir de sucre, il est dérivé des mots grec ; En signifiant « à 

l’intérieur » et Zume signifiant « levure » (Robinson, 2015).  

Après des millions d’années d’évolution, ces macromachines sont capables de réaliser 

des tâches biochimiques très précises. Certaines enzymes ont été conçues par la nature 

pour fabriquer des composés chimiques, tandis que d’autre jouent un rôle dans la 

décomposition ou la modification de tels composés. (Charnock et McCleary, 2005). 

II.1.1 Classification  

En tant que type de biocatalyseurs très important, les enzymes jouent un rôle majeur 

dans le maintien des activités vitales des organismes elles dominent le métabolisme, la 

nutrition, la conversion énergétique et de nombreuses autres réactions chimiques. 

Selon la propriété des réactions catalysées par les enzymes, le système de 

numérotation de la commission des enzymes (E.C.) a divisé les enzymes en 6 classes en 

1961 ; 

 Les oxydoréductases. 

 Les transférases. 

 Les hydrolases. 

 Les lyases. 

 Les isomérases. 

 Les ligases.  

Tableau 3 : Les principales classes d’enzymes dans le système EC. (Robinson, 2015) 

Premier chiffre E.C Classe d’enzymes Type de réaction 

E.C.1 Oxydoréductases Oxydo-réduction 

E.C.2 Transférases Transfert de groupements fonctionnels 

E.C.3 Hydrolases 
Hydrolyse de différentes liaisons 

chimiques 

E.C.4 Lyases Elimination des groupements 

E.C.5 Isomérases Isomérisation 

E.C.6 Ligases 
Formation de liaisons couplées à 

l’hydrolyse de l’ATP 
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Ces six catégories n’ont pas changé pendant de nombreuses années, jusqu’à ce qu’une 

nouvelle classe « Les translocases » soit ajoutée en Aout 2018 (Tao et al, 2020). 

II.2 Les thermo enzymes : 

II.2.1 Définition : 

Une enzyme ou une protéine est dite thermostable lorsqu’une température de 

dépliement élevée défini (Tm), ou une longue demi-vie à une température élevée 

sélectionnée est observé (Turner et al, 2007), la production de ces enzymes est la réponse 

d’un microorganisme a des conditions environnementales a haut température (Suarez et al, 

2002). Elles peuvent être produites soit par fermentation optimisée des thermophiles, soit 

par clonage des mésophiles à croissance rapide, par la technologie de l’ADN recombinant 

(Haki et Rakshit., 2003). 

Les enzymes hyperthermophiles ont développé des propriétés structure-fonction 

uniques de thermostabilité élevée et d’activité optimale à des températures supérieures à 

70°c, certaines de ces enzymes sont active à des températures aussi élevées que 110°c et 

plus. Les organismes thermophiles se développent de manière optimale entre 50 et 80°c, 

leurs enzymes présentent des propriétés de thermostabilité qui se situent entre celles des 

enzymes hyperthermophiles et mésophiles et sont généralement actives de manière 

optimale entre 60 et 80°c (Vieille et zeikus, 2001). 

En général les enzymes se dénaturent et perdent leurs activités à des températures 

supérieures à 50-60c°, contrairement aux enzymes thermostables qui ont l’avantage d’avoir 

une vitesse de réaction plus élevée, d’un rendement de procédé élevé, d’une viscosité plus 

faible, et de moins de problème de contamination (Parakash et jaiswal, 2010). A ce jour 

un grand nombre d’enzymes telles que les cellulases, les amylases, les pullulanases, les 

xylanases, les mannanases, les pectinases, les chitinases, les protéases, les lipases, les 

estérases, et les phytases ont été caractérisés à partir des microorganismes extrêmement  

thermophiles et hyperthermophiles (Gomes et  Steiner, 2004  ; Dumorné et al, 2017), des 

études de la biodiversité dans les sources chaudes ont marqué la présence de communauté 

complexe contenant de nouveaux microorganismes qui peuvent être des sources 

potentielles de nouvelles enzymes (López-López et al, 2013). 

II.2.1.1 Les Protéases : 
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Les protéases (peptidases ou enzymes protéolytiques) constituent un grand groupe 

d’enzymes qui hydrolysent les protéines en peptides court ou en acides aminés libres, 

Selon leurs sites d’action ces enzymes sont subdivisées en deux grands groupes, les 

exopeptidases et les endopeptidases. 

En général les protéases microbiennes sont de nature extracellulaire et sont 

directement sécrétées dans le bouillon de fermentation par le producteur (Souza et al, 

2015). 

Les protéases présentent près de 65% du marché mondial des enzymes avec un large 

éventail d’application, en particulier dans les industries alimentaires, détergentes, textiles, 

du cuir, pharmaceutiques et chimiques (Guangrong et al, 2008). 

Une nouvelle sérine alcaline protéase extracellulaire, la subtilisine appelée (SAPN) a 

été purifiée et caractérisée à partir du Melghiribacillus thermohalophilus Nari2AT, avec 

une activité optimale à 75°c et à pH 10, L’enzyme est utilisée pour la production des 

hydrolysats bioactifs déprotéinisés (Mechri et al, 2019). 

II.2.1.2 Les Cellulases : 

La cellulose est le biopolymere le plus abondant sur terre, avec environ 100 à 1000 

milliard de tonne produite naturellement sous forme de biomasse végétale chaque année 

(Zarafeta et al, 2016), La dégradation de la cellulose se fait à des températures élevées et 

a des pH alcalins ce qui rend les cellulases thermostables les bons candidats pour la 

catalyse de cette réaction (Haki et Rakshit, 2003). La classification classique de ces 

enzymes est basée sur le mécanisme d’action de leurs domaines catalytiques et sur leur 

spécificité de substrat (Escuder-Rodríguez et al, 2018). 

Plusieurs enzymes cellulolytiques hyperthermostables ont été isolées à partir de 

diverses bactéries thermophiles notamment les souches anaérobies Thermotoga, 

Anaerocellum thermophilum, et Rhodothermus, Des cellulases ascomycètes thermostables 

ont été caractérisées, ces enzymes sont stables et actives à des températures supérieures 

aux températures optimales pour la croissance du microorganisme (Viikari et al, 2007). 

Les cellulases font partie des enzymes industrielles les plus importantes connues à ce 

jour, elles convertissent la cellulose en sucres qui conviennent à la consommation humaine, 

à grande échelle, ces sucres peuvent à leur tour être fermentés pour générer du bioéthanol 

et des produits biosourcés. Elles trouvent également une application dans l’industrie 

textile, de la lessive, des détergents et agroalimentaire et dans le recyclage du papier 

(Rigoldi et al, 2018 ; Acharya et chaudhary, 2012). 

II.2.1.3 Les xylanases : 
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Le xylane est le deuxiéme polysaccharide le plus abondant dans la nature, et 

représente environ un tiers des sources de carbone organique sur terre, présent à la fois 

dans les bois durs et les plantes annuelles (Chakdar et al,2016). 

Les xylanases jouent un rôle clé dans la dépolymérisation enzymatique de 

l’hémicellulose dont le xylane est le constituant majeur pour donner des sucres 

monomères. Récemment, les xylanases reçoivent une attention croissante pour la 

production de sucre à partir de la biomasse lignocellulosique (Rigoldi et al, 2018).  Il est 

rapporté que la température optimale pour les activés de xylanases est de 50 à 60 °C avec 

une demi-vie d’environ 1h à 55°C (Georis et al, 2000). 

Différents types de microorganismes produisent des xylanases, notamment les 

champignons thermophiles/thermotolérants, des levures et des bactéries 

thermophiles/extrêmophiles (Ajeje et al, 2021). 

Les xylanases thermostables obtenues à partir des microorganismes thermophiles sont 

plus avantageuses par rapport à celles obtenues à partir des mésophiles pour les 

bioprocédés industriels y compris dans l’industrie du papier, les produits pharmaceutiques, 

les cosmétiques, l’alimentation, etc. (Bibra et al, 2018). 

Une nouvelle xylanase GH10 thermostable, appelée XynDZ5 a été découverte dans 

une culture d’enrichissement d’une source thermale islandaise d’une espèce de 

Thermoanaerobacterium, les résultats suggèrent que l’enzyme représente un nouveau 

candidat biocatalyseur approprié pour plusieurs application biotechnologiques à haute 

température de pulpe, de papier, de la boulangerie, de l’alimentation animale et des 

biocarburants (Zarafeta et al, 2020). 

II.2.1.4 Enzymes utilisées en biologie moléculaire : 

Les ADN polymérases sont des moteurs moléculaires qui dirigent la synthèse de 

l’ADN à partir des nucléotides, selon des homologies de séquence primaire et des analyses 

de structure, ces enzymes sont classées en six familles ; A, B, C, D, X, et Y (Rothwell et 

Waksman, 2005). 

Les ADN polymérases thermostables jouent un rôle fondamental dans les techniques 

d’ingénierie du vivant grâce à leur aptitude à amplifier un gène donné à des millions de 

copies au moyen de la réaction de PCR  (Quérellou et Guèzennec, 2010). La clé 

principale pour cette réaction est la Taq polymérase isolée en 1969 à partir d’une bactérie 

thermophile par le microbiologiste américain Thomas Brock, cette enzyme est capable de 

supporter les nombreux cycles de montée en température atteignant 94°c (Gregorie et al, 

2009). 
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II.2.1.5 Les lipases : 

Les lipases hydrolysent les triglycérides à longue chaine pour former des diglycérides, 

des monoglycérides, des acides gras, et du glycérol (Rigoldi et al, 2018). L’activité 

hydrolytique de ces enzymes est significativement augmentée par la présence d’une 

interface lipide-eau, c’est ce qu’on appelle l’activation interfaciale (Cho etKim, 2000). 

La plupart des lipases qui sont dérivées de microorganismes mésophiles, peuvent agir 

dans une large gamme de pH mais sont pour la majorité instable à des températures 

supérieures à 70°c (Royter et al, 2009).   

Plusieurs lipases thermostables ont été caractérisées à ce jour, provenant à la fois de 

bacteria et d’archeae, ces derniers comprenant les enzymes les plus thermostables et la 

plupart des lipases thermostables bactériennes ont été isolées à partir de souches de 

Bacillus avec des températures optimales entre 50 et 70°c (Castilla et al, 2017). 

Les lipases sont l’une des enzymes les plus importantes dans le domaine de la 

biotechnologie, elles sont utilisées dans plusieurs secteurs industriels comme les 

détergents, les aliments, la pharmacie et la production de biodiesel (Ovando-Chacon et al, 

2020). 

II.2.1.6 Les Amylases : 

Les amylases sont des enzymes qui hydrolysent les molécules d’amidon en monomère 

de glucose, et sont l’une des enzymes les plus intéressantes pour les procédés industriels 

(Dalmaso et al, 2015). Le polymère d’amidon nécessite une combinaison d’enzymes pour 

son hydrolyse complète, celles-ci comprennent de l’α-amylase, gluco-amylases ou β-

amylases et des isoamylases ou des pullulanases (Haki et Rakshit, 2003). 

Ces enzymes sont très importantes dans de nombreux domaines, tels que la chimie 

clinique, médicale et analytique, ainsi que dans les industries de textile, de l’alimentation, 

de la fermentation, du papier, … (Fossi et al, 2014). 

Une amylase thermostable peut réduire le risque de contamination, le coût du 

refroidissement externe et augmenter le taux de diffusion (Zhang et al, 2018).  Les α-

amylases thermostables ont été isolées à partir de diverses sources, y compris les plantes, 

les animaux, et les microbes (Parakash et Jaiswal, 2010). 

Les amylases sont parmi les enzymes les plus importantes en biotechnologie actuelle. 

L’une des applications les plus répandues de ces enzymes est dans l’industrie de l’amidon 

qui implique le processus de gélatinisation, de liquéfaction et de saccharification qui sont 

effectués à haut température, de textile, des aliments, de boulangerie, de brassage et de 

distillation (Ardhi et al, 2020 ; Gupta et al, 2003). 
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II.2.1.7 Les pectinases : 

Les pectinases sont un groupe d’enzymes qui hydrolysent la dégradation des 

substances pectiques par des réactions de dépolymérisation et de désestérification (Gomes 

et al, 2016), elles sont généralement classées en trois types selon leur mode d’action : la 

pectine Estérase, les Hydrolases et les Lyases (Garg et al, 2016). 

Elles sont produites par de nombreux microorganismes tels que les bactéries, les 

levures, ainsi que certains actinomycètes, la production microbiennes de ces enzymes a été 

largement, la majorité provient principalement d’une source fongique dont les espèces 

Aspergillus prédominent (Khatri et al, 2015). 

La pectinases est l’une des enzymes industrielles les plus importantes, elle peut être 

utilisée dans l’extraction des jus de fruits, la transformation des textiles, la fabrication du 

papier et des produits pharmaceutiques, l’alimentation humaine et animale, et dans le 

traitement des eaux usées industrielles (Adedayo et al, 2021 ; Rehman et al, 2021). 

II.2.1.8 Les chitinases : 

La chitine, un polymère β-1,4 de N-acétyle-D-glucosamine (GlcNAc), qui est 

largement distribué parmi les champignons, les crustacés, les mollusques, les protozoaires 

et les algues vertes, est le deuxième biopolymère le plus abondant trouvé dans la nature 

après la cellulose. Plusieurs millions de tonnes de chitine sont synthétisées et dégradées 

chaque année dans la biosphère (Aliabadi et al, 2016). 

Les chitinases (EC 3.2.1.14) sont des enzymes qui ont la capacité de dégrader la 

chitine en chitooligomère de faible poids moléculaires, présent dans plusieurs organismes 

tels que les bactéries, les champignons b, les levures, les plantes, les actinomycètes et les 

humains (Hamid et al, 2013). Ces enzymes fonctionnent de manière optimale dans des 

conditions spécifiques, telles que la température, le PH, la concentration du substrat et la 

présence d’inhibiteur et d’activateur, ces aspects affectent la formation tridimensionnelle et 

le repliement polypeptidique de l’enzyme (Jayanthi et al, 2019). 

Les chitinases ont reçu une attention croissante en raison de leurs vastes applications 

dans les domaines de la médecine, de l’agriculture, de la biotechnologie, de la gestion des 

déchets et des applications industrielles, notamment l’activité antifongiques, 

hypocholéstérolémique, antihypertensives et des améliorateurs de qualité alimentaire 

(Zarie et al, 2010). 

II.2.2 Avantages des thermoenzymes : 
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La plupart des procédés industriels sont réalisés à haute température où les 

biocatalyseurs d’origine mésophiles subissent une dénaturation et donc ne sont pas adaptés 

à la biocatalyse (Sharma et al, 2013). 

Une attention particulière pour les enzymes provenant de microorganismes 

thermophiles à fait l’objet de plusieurs études (Benkahoul et al, 2017), les raisons 

fondamentales pour choisir ces enzymes sont bien sûr la thermostabilité intrinsèque, qui 

implique des possibilités de stockage prolongé ( à température ambiante), une tolérance 

accrue aux solvants organiques, un risque réduit de contamination ainsi que de faible perte 

d’activité pendant le traitement (en restant en dessous de la Tm de l’enzyme) (Turner et 

al, 2007). 

Ces propriétés permettent leur utilisation dans des conditions parfois extrêmes (P. ex. 

pH très élevé où très faible, température élevée) où leurs équivalentes mésophiles seraient 

moins performantes. Parmi les principaux facteurs qui contribuent à la stabilité des 

enzymes thermophiles : 

L’augmentation du pairage ionique, diminution du ratio surface/volume, 

l’augmentation du nombre de ponts disulfures et hydrogènes, une diminution des 

contraintes conformationnelles et une stabilité des boucles, tous ces éléments sont 

intimement reliés par un dernier facteur très important : la composition et le changement au 

niveau d’acides aminés spécifiques (Hupé, 2008). 

Les écosystèmes hydrothermaux profonds constituent à l’évidence de nouvelles 

sources de micro-organismes d’intérêt biotechnologique et en particulier de micro-

organismes producteurs de métabolites secondaires innovants, dont les polyesters et les exo 

polysaccharides. (Cornec et al, 1997). Des efforts supplémentaires sont nécessaires pour 

accroître la mise en œuvre d’enzymes thermophiles et hyperthermophiles dans les 

industries, et pour rechercher de nouvelles enzymes provenant des différentes sources et 

créer de nouvelles méthodes pour exploiter ces enzymes pour plus d’applications 

industrielles (EIbrahim et Ma, 2017). 
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Partie 3 : Activité 

Antimicrobienne et Biofilm 
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III.1 Agent antimicrobien : 

L’agent antimicrobien est un terme qui concerne principalement les antibiotiques, les 

antibactériens, les antifongiques, les antiviraux et les antiprotozoires, Ils peuvent être des 

médicaments, des produits chimiques, ou d’autre substances capables d’agir selon deux 

modes, soit tuer (microbicide), soit ralentir la croissance des microbes (microbiostatique) 

(Asif, 2017). 

Le premier agent antimicrobien au monde était le Salvarsan, un remède contre la 

syphilis qui a été synthétisé par Ehrlich en 1910. En 1953 les sulfamides ont été 

développés par Domagk et d’autre chercheurs, ces médicaments étaient des composés 

synthétiques et avaient des limites en termes de sécurité et d’efficacité. En 1928, Fleming 

découvre la pénicilline, il a été constaté que la croissance de staphylococcus aureus était 

inhibée dans une zone entourant une moisissure bleue contaminée (un champignon du 

genre Penicillium) dans des boites de culture, conduisant à la découverte qu’un 

microorganisme produirait des substances pouvant inhiber la croissance d’autres 

microorganismes (Saga et Yamaguchi, 2009). 

L’augmentation rapide des agents pathogènes multirésistants aux médicaments 

nécessite également l’attention du monde entier pour le développement de nouveaux 

antimicrobiens, de nouvelles options de traitement et de thérapie antimicrobienne 

alternatives (Begani et al, 2019). Un examen commandé par le gouvernement britannique, 

a fait valoir que la résistance aux antimicrobiens pourrait tuer 10 millions de personnes par 

an d’ici 2050 (Murray et al, 2022). 

La compétition pour les nutriments et l’espace dans un habitat donné conduit les 

organismes à développer leurs propres stratégies de survie et de croissance, dont l’une est 

la sécrétion de substances antimicrobiennes entraînant la mort ou l’altération de la 

croissance des organismes concurrents, ces substances possèdent une valeur clinique et 

industrielle prometteuse (Alkhalili et al, 2016). 

III.2 Biofilms bactériens : 

III.2.1 Définition : 

Les Biofilms bactériens sont généralement définis comme des agrégats de cellules 

bactériennes attachés à une surface et enrobés d’une matrice polymérique (Tremblay et al, 

2014), cette matrice est constituée de protéines, de polysaccharide, ainsi que d’acide 

nucléique (Vestby et al, 2020), le polysaccharide bactérien est le composant majeur de la 
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matrice du biofilm (Liaqat et al,2019).  Ils sont cliniquement pertinents, car ils sont 

responsables de jusqu’à deux tiers des infections nosocomiales et contribuent aux 

infections chroniques (Haney et al, 2018). On estime que 80 % de la biomasse 

microbienne de notre planète réside sous forme de biofilms (Richards et Melander, 

2009). 

Les biofilms retrouvés dans les environnements naturels ou industriels sont résistants 

aux bactériophages, aux amibes, aux réponses immunitaires de l’hôte, ainsi qu’aux 

biocides, et sont beaucoup moins sensible aux antibiotiques et plus résistants aux agents 

antimicrobiens (Costerton et al, 1999). 

III.2.2 Les étapes de formation de biofilm : 

La formation de biofilm est généralement produisant en quatre étapes principales :  

1- L’adhésion des cellules planctoniques. 

2- La formation de microcolonies. 

3- La maturation de biofilm. 

4- Le détachement (également appelé dispersion) des bactéries qui peuvent ensuite 

coloniser de nouvelles zones (Crouzet et al, 2014). 

Ces quatre stades de développement indiquent des épisodes significatifs dans la 

formation du biofilm bactérien (Stoodley et al, 2002). 

 

Figure. 3 lesEtapes de la formation et de la dispersion d’un biofilm bactérien 

(Tremblay et al, 2014).
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Partie 4 : Optimisation et 

Modélisation 
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IV.I Plan d’expérience : 

IV.I.1 Introduction : 

La notion de modèle en mathématiques se présente sous un double aspect : d'une part, 

les mathématiques permettent de modéliser, c'est-à-dire de représenter, toutes sortes de 

situations, d'objets et de structures du monde réel, l'étude mathématique ou les simulations 

informatiques de ces représentations nous informant  lorsque les représentations sont 

bonnes sur le monde réel d'autre part, une notion précise et formelle de modèle est définie 

et étudiée en logique mathématique par la théorie des modèles, ce qui établit un lien précis 

entre objets syntaxiques (les formules) et structures mathématiques, puis produit sous la 

forme de théorèmes toutes sortes d'informations sur la nature de ce lien, le tout constituant 

une théorie abstraite de l'activité de modélisation au sens précédent (Hentabli et Sam, 

2021). 

IV.I.2 Généralité sur le plan d’expérience : 

IV.I.2.1 Définition : 

La méthode des plans d’expériences (DOE) cherche à déterminer une relation entre 2 

types de grandeurs : 

 La réponse, qui correspond à la grandeur physique étudiée. 

 Les facteurs, qui correspondent aux grandeurs physiques modifiables par, 

l’expérimentateur et sensées influer sur les variations de la réponse. 

La grandeur d’intérêt, qui est généralement notée y, porte le nom de réponse, les 

variables qui peuvent modifier la réponse sont appelées facteurs x, on parle donc des 

facteurs qui influent sur une réponse, les termes facteur et réponse sont universellement 

employés dans le domaine des plans d’expériences. 

IV.I.2.2 Objectif de plan d’expérience : 

Ceci est une question courante dans les entreprises. En recherche et développement, 

souvent la moitié des ressources est utilisée pour résoudre des problèmes d’optimisation. 

Avec l’augmentation rapide du coût des expériences, il est essentiel que l’optimisation 

puisse être faite avec le moins possible d’expériences. Ceci est une des raisons importantes 

pour lesquelles il faut utiliser les plans d’expériences. 

Des exemples typiques : 

 Le développement de nouveaux produits et procédés. 

 L’optimisation de la qualité et de la performance d’un produit existant. 
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 L’optimisation de procédés industriels dans les domaines suivants (chimie, polymères, 

matériaux, médicaments et produits pharmaceutiques, aliments et boissons, cosmétique, 

peintures). 

IV.I.3 Espace expérimental : 

Pour présenter l’espace expérimental nous utiliserons un espace à deux dimensions, ce 

qui facilitera les représentations graphiques. Il est ensuite facile d’étendre les notions 

introduites à des espaces multidimensionnels. Un facteur continu peut être représenté par 

un axe gradué et orienté. Ce second axe est disposé orthogonalement au premier. On 

obtient ainsi un repère cartésien qui définit un espace euclidien à deux dimensions. Cet 

espace est appelé l’espace expérimental (figure 4). 

 

Figure4.L’espace expérimental de l’étude de deux facteurs pour un plan à deux 

dimensions. 

IV.I.4 Domaine d’un facteur : 

La valeur donnée à un facteur pour réaliser une expérience est appelée 

niveauLorsqu’on étudie l’influence d’un facteur, en général, on limite ses variations entre 

deux bornes. La borne inférieure est le niveau bas. La borne supérieure est le niveau haut 

(figure 5). 

L’ensemble de toutes les valeurs que peut prendre le facteur entre le niveau bas et le 

niveau haut, s’appelle le domaine de variation du facteur ou plus simplement le domaine 

du facteur. Les variables centrées réduites idéique zéro [-1 0 1].  
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Figure5. Le domaine de variation des facteurs. 

IV.I.5 Domaine d'étude : 

Dans la pratique, l’expérimentateur sélectionne une partie de l’espace expérimental 

pour réaliser son étude. Cette zone particulière de l’espace expérimental est le domaine 

d’étude (figure 6). Ce domaine est défini par les niveaux hauts et les niveaux bas de tous 

les facteurs et éventuellement par des contraintes entre les facteurs, (Goupy & Creighton, 

2006). 

 

 

Figure 6. Le domaine d’étude est défini par la réunion des domaines des différents facteurs 

sans contraintes. 

Il peut y avoir des contraintes sur le domaine d’étude La figure (7) illustre une 

réduction possible du domaine d’étude initial. Une zone du domaine d’étude initial 

échappe aux expériences. 
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Figure7. Le domaine d’étude sous contraintes est représenté par la partie grisée. 

IV.I.5.1 Méthodologie des plans sans contraintes : 

Le choix du nombre et de l’emplacement des points d’expériences est le problème 

fondamental des plans d’expériences. On cherche à réaliser le minimum d’expériences tout 

en réduisant l’influence de l’erreur expérimentale sur les modélisations mathématiques qui 

serviront à prendre des décisions. On atteint ce but en considérant les propriétés 

mathématiques et statistiques qui relient la réponse aux facteurs. Lorsqu’il n’y a pas de 

contraintes sur le domaine d’étude, il existe des plans classiques qui possèdent 

d’excellentes qualités statistiques et qui permettent de modéliser les réponses dans les 

meilleures conditions (figure 8). 

 

Figure8. Exemple de disposition des points expérimentaux dans un domaine sans 

contraintes. 
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IV.I.5.2 Surfaces de réponse : 

À chaque point du domaine d’étude correspond une réponse. À l’ensemble de tous les 

points du domaine d’étude correspond un ensemble de réponses qui se localise sur une 

surface appelée surface de réponse (figure 9), (Goupy & Creighton, 2006). 

 

 

Figure 9. L’ensemble des réponses qui correspond à tous les points du domaine d’étude 

forme la surface de réponse. 

IV.I.6 Les méthodes des plans d’expériences : 

Les méthodes de plans d’expérience sont utilisées pour trois types d’investigations : 

 Les plans de criblage ou screening sont utilisés au début d’une investigation. Ici, 

l’objectif premier est de réduire l’ensemble initial des facteurs qui peuvent affecter le 

résultat à un petit ensemble de facteurs qui ensemble influencent le plus le résultat. 

 Les plans en surface deréponse (MSR) sont utilisés ensuite dans l’investigation pour 

l’optimisation finale, et lorsque l’on veut développer un modèle reliant les facteurs 

dominants aux réponses permettant de quantifier les résultats (performance, rendement, 

qualité). 

 Les plans spéciaux sont nécessaires pour les mélanges. Ce type de problème est 

courant en chimie, dans les industries alimentaires, en cosmétique et en pharmacie. Ils 

sont nécessaires car les facteurs sont exprimés en pourcentages dont la somme fait 

100%. Cela introduit une contrainte sur le plan et cela doit être résolu par des outils et 

des modèles spéciaux. 

La construction d’un plan d’expériences consiste à extraire du domaine expérimental, 

un nombre suffisant N de combinaisons particulières afin d’estimer, avec une incertitude à 

la fois minimale mais aussi homogène, les p inconnues du modèle (additif ou polynomial) 
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tout en respectant au mieux les contraintes techniques et économiques de l’étude, (Rabier, 

2007). 

IV.I.7 Les types de plans d’expériences : 

Nous allons maintenant appliquer les notions et les propriétés que nous venons de 

décrire aux plans d’expériences les plus classiques. Il y a les plans suivants :  

 Plans factoriels complets. 

 Plans factoriels fractionnaires. 

 Plans à plusieurs niveaux.  

 Plans pour surfaces de réponse.  

 Plans de mélanges. 

IV.I.7.1 Plans factoriels complets : 

Une première catégorie de plans d'expériences est destinée à fournir une information la 

plus complète possible sur des systèmes présentant relativement peu de facteurs. Ces plans 

consistent à tester toutes les combinaisons possibles, en faisant varier tous les facteurs à 

tous leurs niveaux de manière exhaustive, d'où leur nom de plans factoriels complets ou 

plus simplement plans complets. 

Pour ce faire, Yates et Hunter ont proposé une technique simple pour le cas où chaque 

facteur n'a que deux niveaux. Elle consiste à numéroter les facteurs et à faire varier 

successivement leurs niveaux de la façon suivante :  

Au premier essai, tous les facteurs sont au niveau bas, on change le niveau du premier 

facteur à chaque essai..., celui du deuxième facteur tous les 2 essais ..., et plus 

généralement, celui duKème facteur tous les 2k-1 essais. La méthode peut s'adapter au cas 

où les facteurs ont plus de deux niveaux, (Gendre et al, 2009). 

IV.I.7.2 Notion de modélisation mathématique : 

On choisit a priori une fonction mathématique qui relie la réponse aux facteurs. On 

prend un développement limité de la série de Taylor-Mac Laurin. Les dérivées sont 

supposées constantes et le développement prend la forme d'un polynôme de degré plus ou 

moins élevé : 

 𝑦 = 𝑎0 +  𝑎𝑖𝑥𝑖 +  𝑎𝑖𝑗 𝑥𝑖𝑥𝑗 + ⋯ +  𝑎𝑖𝑖𝑥𝑖
2 + 𝑎𝑖𝑗…….𝑧𝑥𝑖𝑥𝑗 … … 𝑥𝑧  

Avec 

y : est la réponse ou la grandeur d'intérêt. Elle est mesurée au cours de 

l'expérimentation et elle est obtenue avec une précision donnée. 
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xi : représente le niveau attribué au facteur i par l'expérimentateur pour réaliser un 

essai.  

Cette valeur est parfaitement connue. On suppose même que ce niveau est déterminé 

sans erreur (hypothèse classique de la régression).  

a0, ai, aij , aIII : sont les coefficients du modèle mathématique adopté a priori. Ils ne 

sont pas connus et doivent être calculés à partir des résultats des expériences.  

 L'intérêt de modéliser la réponse par un polynôme est de pouvoir calculer ensuite 

toutes les réponses du domaine d'étude sans être obligé de faire les expériences, ce modèle 

est appelé modèle postulé ou modèle a priori, (Goupy & Creighton, 2006). 

IV.I.7.3 Le modèle de l'expérimentateur : 

Deux compléments doivent être apportés au modèle précédemment décrit. Le premier 

complément est le manque d'ajustement. Cette expression traduit le fait que le modèle a 

priori est fort probablement différent du modèle réel qui régit le phénomène étudié. Il y a 

un écart entre ces deux modèles. Cet écart est le manque d'ajustement (lack of fit en 

anglais).  

Le second complément est la prise en compte de la nature aléatoire de la réponse. En 

effet, si l'on mesure plusieurs fois une réponse en un même point expérimental, on 

n'obtient pas exactement le même résultat. Les résultats sont dispersés. Les dispersions 

ainsi constatées sont appelées erreurs expérimentales. Ces deux écarts, manque 

d'ajustement et erreur expérimentale, sont souvent réunis dans un seul écart, notée e. Le 

modèle utilisé par l'expérimentateur s'écrit alors : 

𝑦 = 𝑎0 +  𝑎𝑖𝑥𝑖 +  𝑎𝑖𝑗 𝑥𝑖𝑥𝑗 + ⋯ . +  𝑎𝑖𝑖𝑥𝑖
2 + 𝑎𝑖𝑗 …….𝑧𝑥𝑖𝑥𝑗 … … 𝑥𝑧 + 𝑒  

IV.I.7.4 Analyse statistique : 

Cette étape de l’analyse statistique aboutit à la construction du tableau d’analyse de 

régression et à la détermination de la qualité descriptive du modèle (Eriksson et al, 2000). 

 Le Q2 estime la capacité de prédiction du modèle, à savoir, sa capacité à généraliser à 

de nouvelles données invisibles, Le Q2 est défini comme : 

𝑄2 = 1 +
𝑃𝑅𝐸𝑆𝑆

𝑆𝑆𝑡𝑜𝑡
 

Où        𝑆𝑆𝑡𝑜𝑡 =   𝑦𝑖 − 𝑦  2𝑛
𝑖=1   

  

SStot : C’est la somme totale des carrés (total sum of squares) des échantillons de formation 

autour de la moyenne (proportionnelle à la variance de la réponse). 

𝑦  : C’est la réponse moyenne. 
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 𝑦 =
1

𝑛
 𝑦𝑖

𝑛
𝑖=1       

  

 Lorsque le modèle de régression est un modèle MLR, la « PRESS » est calculée comme 

dans généralisée croisée validation. 

𝑃𝑅𝐸𝑆𝑆𝑀𝐿𝑅 =   
𝑦𝑖−𝑦 𝑖

1−𝑥𝑖   𝑋
′ 𝑋 −1𝑥′ 𝑖

 
2

𝑛
𝑖=1     

Lorsque le modèle est un modèle de régression PLS, la presse est calculée dans une croisée 

procédure de validation. 

𝑃𝑅𝐸𝑆𝑆𝑃𝐿𝑆 =    𝑦𝑖 − 𝑦 𝐼
𝐶𝑉 2𝑛

𝑖=1      

𝑦 𝐼
𝐶𝑉: Est le prédites -out gauche réponse des valeurs de la validation croisée procédure. 

 Les modèles de régression sont également validés par la R2, Le coefficient de 

détermination (aussi parfois appelé le coefficient de corrélation multiple). Le R2 

désigne la fraction de la réponse qui est expliquée par le modèle et est défini comme 

𝑅2 = 1 −
𝑆𝑆𝑟𝑒𝑠

𝑆𝑆𝑡𝑜𝑡
= 1 −

  𝑦𝑖 − 𝑦 𝑖 
2𝑛

𝑖=1

  𝑦𝑖 − 𝑦  2′𝑛
𝑖=1

 

 L’ajusté R2 est la fraction de la variance de la réponse expliquée par le modèle, mais 

ajusté pour tenir compte des degrés de liberté du modèle, c’est-à-dire 

𝑅𝑎𝑑𝑗
2 = 1 −

𝑆𝑆𝑟𝑒𝑠 𝐷𝐹𝑟𝑒𝑠 

𝑆𝑆𝑡𝑜𝑡 𝐷𝐹𝑡𝑜𝑡 
= 1 −  1 − 𝑅2 

𝑛 − 1

𝐷𝐹𝑟𝑒𝑠 ′
 

 

Où DFtot =n- 1 : est les degrés de liberté de la variance de la population de la variable 

dépendante. 

DFres : est les degrés de liberté de l'estimation de la variance de l'erreur de la 

population. Donc R
2
adj peut être négatif.  

La valeur de R
2

adj ≤ R2 ≤ 1 n'augmente lorsque de nouvelles variables explicatives 

expliquent les données plus que ce qui peut être attribué au hasard, contrairement à la 

R2 ce qui augmente lorsque de nouvelles variables explicatives sont ajoutées au 

modèle. 

Avec : 

yi La réponse mesurée au point i, 

𝑦  La réponse calculée par le modèle au point ide tous les échantillons, 

IV.I.8 Statistiques sommaires dans (Logiciel MODDE) :  

 Les statistiques sommaires sont présentés dans quatre paramètres (R2, Q2, validité 

du modèle, et reproductibilité) où 1, ou 100%, est parfait. R2 et Q2, les deux premières 
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colonnes, devrait être proche de la taille. La différence ne devrait pas être plus de 20% 

dans la plupart des situations, (Umetrics, 2014). 

 R
2
 :  Montre l'ajustement du modèle, un modèle avec R

2
 de 0,5 est un modèle avec 

assez faible importance. 

 Q2 :  Affiche une estimation de la précision de prévision de l'avenir. Q2 doit être 

supérieure à 0,1 pour un modèle important et supérieur à 0,5 pour un bon modèle. Q2 est le 

meilleur indicateur. 

 Validité du modèle :  Un test de problèmes modèles divers, une valeur inférieure à 

0,25 pour modèle validité indique les problèmes modèles statistiquement significatifs, 

comme la présence de valeurs aberrantes, un incorrect modèle, ou un problème de 

transformation. Une faible valeur ici peut également indiquer qu'un terme, comme une 

interaction ou carrée est manquante. Lorsque l'erreur pure est très faible (réplique presque 

identique), la validité du modèle peut être faible, même si le modèle est bon et complet. 

Lorsque l'erreur pure est si faible que les répétitions sont considérées comme identiques 

par MODDE, la validité du modèle est étiquetée manquant car il ne peut être calculé. 

Validité du modèle pourrait être faible dans de très bons modèles (Q2> 0,9) en raison de la 

haute sensibilité du test ou extrêmement bonnes répliques. 

 Reproductibilité : La variation des répliques par rapport à la variabilité globale, la 

reproductibilité doit être supérieure à 0,5. (Eriksson et al, 2000). 

IV.II Machines à vecteur support : 

IV.II.1 Introduction : 

L'algorithme des machines à vecteurs de support a été développé dans les années 90 

par Vapnik. Il a initialement été développé comme un algorithme de classification binaire 

supervisée. Il s'avère particulièrement efficace de par le fait qu'il peut traiter des problèmes 

mettant en jeu de grands nombres de descripteurs, qu'il assure une solution unique (pas de 

problèmes de minimum local comme les réseaux de neurones) et il a fourni de bons 

résultats sur des problèmes réels (Li, 2006). 

L'algorithme sous sa forme initiale revient à chercher une frontière de décision linéaire 

entre deux classes, mais ce modèle peut considérablement être enrichi en se projetant dans 

un autre espace permettant d'augmenter la séparabilité des données. On peut alors 

appliquer le même algorithme dans ce nouvel espace, ce qui se traduit par une frontière de 

décision non linéaire dans l'espace initial. Nous reviendrons aux détails de cette méthode 
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dans le chapitre 3 puisque cette approche fait précisément l'objet du sujet (Gherghout and 

Souici-Meslati, 2009; Mahé, 2003).  

IV.II.2 SVM pour la régression : 

Dans leur origine, les SVMs ont été développées pour des problèmes de classification. 

Cependant, leur nature leur permet de résoudre également des problèmes de régression. La 

régression est un cas particulier de classification où les classes des exemples ne sont pas 

dénombrables c-à-d. continues. Le problème consiste à trouver, en utilisant =

{ 𝑥1, 𝑦1 , …  𝑥𝑛 , 𝑦𝑛 } , une fonction 𝑓 : 𝑚  →    qui rapproche le plus possible des yi, en 

d’autres termes qui minimise la différence entre les 𝑓 (𝑥𝑖) et les yi. 

Souvent,  𝑓   est considérée comme fonction linéaire : 𝑓 =  𝑤, 𝑥 + 𝑏  où w est un 

vecteur et b est un scalaire. Le problème revient donc à trouver un hyperplan caractérisé 

par w* et b* qui minimise l’écart global entre 𝑓  et les yi  (équation III.21). 

 𝑤∗, 𝑏∗ = 𝑎𝑟𝑔𝑚𝑖𝑛𝑤,𝑏  (𝑦𝑖 −  𝑤,  𝑥𝑖 − 𝑏)2  𝑛
𝑖=1     

Pour résoudre ce problème, les SVMs utilisent une astuce semblable a celle utilisée en 

classification ( Farag and Mohamed, 2004; Hamel, 2011). On propose de modéliser la 

fonction de régression par un hyperplan qui se situe au centre d’un hyper-tube de largeur 

2ε contenant tous les exemples d’entrainement (figure III.6). 

 

Figure10.Hyper-tube modélisant la fonction de régression. 

Plusieurs hyper-tubes, de largeur 2ε contenant tous les exemples d’entrainement, 

peuvent exister. L’hyper-tube optimal est celui qui minimise la distance entre les exemples 

d’entrainement et ses frontières, autrement dit, qui maximise la distance des exemples de 

l’hyperplan du centre (figure 10). 

La détermination de l’hyper-tube optimal est semblable à la détermination de 

l’hyperplan optimal de marge maximale dans le cas de classification. On doit donc 
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rechercher un hyper-tube de marge maximale avec tous les exemples d’entrainement à 

l’intérieur. Par une analyse similaire à celle du problème de classification, la solution du 

problème de régression est réduite à la résolution du problème dual d’optimisation 

quadratique de l’équation. 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 𝑀𝑎𝑥𝑖𝑚𝑖𝑠𝑒𝑟 𝛼, 𝛼 , −

1

2
 (𝛼𝑖 − 𝛼𝑖

, )(𝛼𝑗 − 𝛼𝑗
, ) 𝑥𝑖 ,  𝑥𝑗   

𝑛

𝑖,𝑗=1

−𝜖   𝛼𝑖 + 𝛼𝑖
, +  𝑦𝑖(𝛼𝑖 + 𝛼𝑖

, )

𝑛

𝑖=1

𝑛

𝑖=1

𝑆𝑜𝑢𝑠𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑎𝑖𝑛𝑡𝑒𝑠

  𝛼𝑖 + 𝛼𝑖
, = 0

𝑛

𝑖=1

0 ≤ 𝛼𝑖888888 + 𝛼𝑖
, ≤ 𝐶

  

Où les 𝛼𝑖  et les 𝛼𝑖
,
 sont les coefficients des exemples respectivement au dessus et au 

dessous de l’hyperplan et C est un paramètre pour leur pénalisation. La fonction de sortie 

𝑓 (𝑥𝑖) peut être donnée par l’équation. 

𝑓  𝑥 =   (𝛼𝑖 − 𝛼𝑖
, ) 𝑥𝑖 ,  𝑥 + 𝑏 𝑛

𝑖=1      

Où b est calculé à partir d’un exemple dont  0 < 𝛼𝑖 < 𝐶 (vecteur support) par 

l’équation. 

𝑏 = 𝑦𝑖 −  𝑤,  𝑥𝑖 + 𝜖  

IV.II.3 Utilisation des noyaux : 

Parmi les motivations les plus solides du développement des machines à vecteur 

support pour la régression, est leur extension simple aux cas non linéaires, grâce à 

l’utilisation des noyaux. 

En effet, d’une manière similaire au cas de classification, on fait une transformation 

d’espace ∅ pour se trouver toujours face à une régression linéaire. La transformation 

d’espace inverse ∅−1, permet de retourner à l’espace d’origine après la résolution dans le 

nouvel espace (figure11). 
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Figure11.Utilisation des noyaux pour la résolution de la régression non linéaire. 

 

Comme dans le cas de classification, la transformation ∅ et son inverse sont réalisées 

grâce à une fonction réelle K(xi,xj) appelée Noyau (Kernel). Le produit scalaire dans les 

équations est remplacé par la fonction du noyau. 
 

 

IV.II.4. Les noyaux : 

Outre le passage au non linéaire, l’utilisation de noyaux permet une autre 

généralisation très utile dans la pratique : la définition des SVM sur des objets complexes 

comme des images, des graphes, des protéines où des automates pour ne citer qu’eux. 

Nous n’avons donc pas besoin de faire d’hypothèse sur la nature du domaine des 

observations X et un noyau k est défini de manière générale comme une fonction de deux 

variables sur  : 

 𝑥, 𝑥 , →  

Exemples de noyaux : 

Les noyaux positifs se divisent en deux grandes familles principales : les noyaux 

radiaux qui dépendent d’une distance et les noyaux projectifs qui sont définis à partir d’un 

produit scalaire. 

Tableau 4 : Exemples de noyaux . 

Type Nom K(s,t) 

Radial 

Gaussien exp  −
𝑟2

𝜎
 , 𝑟 =  𝑠 − 𝑡  

Laplacien exp  −
𝑟

𝜎
  

Rationnel 1 −
𝑟2

𝑟2 + 𝜎
 

Loc gauss max  0,1 −
𝑟

𝜎
 

𝑝

exp  −
𝑟2

𝜎
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Non Stationnaire 𝑋2  exp  −
𝑟

𝜎
 , 𝑟 =  

(𝑠𝑘 − 𝑡𝑘)

𝑠𝑘 + 𝑡𝑘
𝑘

 

Projectif 

Polynomial (𝑠𝑇𝑡)𝑃 

Affine (𝑠𝑇𝑡 + 𝜎)𝑃 

Cosinus 
𝑠𝑇𝑡

 𝑠  𝑡 
 

Corrélation exp  
𝑠𝑇𝑡

 𝑠  𝑡 
− 𝜎  

 

La plupart de ces noyaux dépendent d’un paramètre σ appelé "largeur de bande" dont 

le réglage est souvent critique pour le bon fonctionnement de la méthode 

IV.II.5 Évaluation du modèle : 

La qualité d’un modèle de décision obtenu par la méthode SVM dépend de plusieurs 

paramètres, à savoir le paramètre de pénalisation sur les multiplicateurs de Lagrange C, le 

noyau utilisé et ses paramètres (𝜎 dans le cas des noyaux radial et projective) et les 

exemples utilisés pour l’entrainement (les vecteurs supports).  

Le choix des valeurs de ces paramètres se fait actuellement à travers plusieurs essais et 

évaluation pour atteindre des performances satisfaisantes du modèle. Les paramètres 

(𝐶∗, 𝐾∗, 𝜎∗) optimaux pour un modèle donné sont les paramètres qui lui permettent de 

donner une précision de 100%. Cette situation serait idéale si l’ensemble des exemples 

représentait parfaitement l’ensemble de tous les exemples possibles. Le modèle appris peut 

donner une très grande précision face aux exemples d’entrainement, mais se comporte très 

mal avec les nouveaux exemples. 

Cela représente un phénomène très connu en apprentissage qui est le sur-apprentissage 

ou l’apprentissage par cœur. Le sur-apprentissage donne, généralement, des modèles à 

faible capacité de généralisation, et par conséquent la mesure de précision n’est pas 

suffisante pour qualifier les performances d’un modèle. Les méthodes d’évaluation 

permettent de tirer des conclusions sur le comportement d’un modèle face à tout l’espace 

d’exemples en limitant l’influence des exemples d’entrainement et du bruit qui peut y 

exister (erreurs d’étiquetage, erreurs d’acquisition, ...) et leur ordre sur le modèle. 

IV.II.6 Réglage du C "chemin de régularisation" : 

Outre le choix du noyau, l’autre hyperparamètre à régler dans les SVM est le terme 

d’équilibrage C. Une méthode classique mais couteuse consiste à faire de la validation 

croisée sur une grille prédéfinie de valeurs de C candidates. Il existe une alternative 

particulièrement élégante : la technique du chemin de régularisation qui permet de calculer, 
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pour un cout algorithmique analogue à celui du calcul d’une seule solution, un ensemble de 

solutions possibles pour un ensemble de valeurs de C remarquables. 

En effet, la formulation duale des SVM est un programme quadratique paramétrique 

en fonction de C. Connaissant une solution pour un C0 donnée, on peut montrer que cette 

solution varie linéairement lorsque C varie dans un voisinage de C0. Afin d’illustrer ce fait 

et pour simplifier les calculs on considère le problème sans biais en posant λ0 =
1

𝐶0
. La 

fonction cout à minimiser s’écrit : 

𝐽 𝑓, λ0  𝑕 𝑦𝑖 , 𝑓 𝑥𝑖  +
λ0

2
 𝑓 𝐻

2𝑛
𝑖=1     

Où 𝑕 𝑧 = max( 1 − 𝑧, 0)  désigne la fonction charnière. La solution 𝑓0 de ce 

problème est caractérisée par 0 ∈ 𝜕𝑓𝐽 𝑓0   ou  𝜕𝑓𝐽 𝑓0  désigne le sou différentiel du cout 

au point 𝑓0La sous différentielle de J par rapport 𝑓 dépend des trois ensembles d’indice 

𝐼0, 𝐼𝛼 , 𝑒𝑡𝐼1 et s’écrit : 

 

𝜕𝑓𝐽 𝑓, λ0 =   𝛼𝑖𝑦𝑖𝐾 𝑥𝑖 ,∗ −   𝑦𝑖𝐾 𝑥𝑖 ,∗ +  λ0𝑓(∗)𝑖∈𝐼1
 𝑖∈𝐼𝛼
    

 

Avec αi ∈] − 1, 0[, le sou différentiel de la fonction h(z) au point z= 1. On considère 

maintenant λ𝑛  un élément du voisinage de  λ0  pour lequel les ensembles  

I0  , 𝐼𝛼 , 𝑎𝑛𝑑𝐼𝐶demeurent inchangés à l’optimum. En particulier aux points x𝑗  , 𝑗 ∈

𝐼𝛼 𝑓0 𝑥𝑖 =  𝑦𝑗 : 𝜕𝑓𝐽 𝑓  𝑥𝑖 = 0. . En écrivant ces équations puis en en faisant la 

différence on obtient : 

 𝛼𝑖0𝑦𝑖𝐾 𝑥𝑖 , 𝑥𝑗  =  𝑦𝑖𝐾 𝑥𝑖 , 𝑥𝑗  − λ0𝑦𝑖𝑖∈𝐼1𝑖∈𝐼𝛼    

 𝛼𝑖𝑛𝑦𝑖𝐾 𝑥𝑖 , 𝑥𝑗  =  𝑦𝑖𝐾 𝑥𝑖 , 𝑥𝑗  − λ𝑛𝑦𝑖𝑖∈𝐼1𝑖∈𝐼𝛼    

𝐺 𝛼𝑛 − 𝛼0 =  λ0 − λ𝑛 𝑦  Avec 𝐺𝑖𝑗 = 𝑦𝑖𝐾(𝑥𝑖 , 𝑥𝑗 )   

Cette dernière équation nous permet de faire apparaître l’évolution linéaire de la 

solution lorsque λ varie puisque  

𝛼𝑛 = 𝛼0 +  λ0 − λ𝑛 𝑑 Avec  𝑑 = 𝐺−1𝑦   

Pour une valeur critique de λ les ensembles  𝐼0, 𝐼𝛼𝑒𝑡 𝐼1 changent, la matrice G change 

aussi ainsi que le vecteur d. 

L’ensemble de toutes les valeurs critiques de λ et les solutions α associées forment un 

chemin de régularisation que l’on peut initialiser pour des valeurs très grandes de λ avec 

tous les points lorsque les deux classes sont équilibrées et qui évolue lorsque λ décroît en 

éliminant ou échangeant des exemples. (Jodoin, 1994). 
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II. Matériels et Méthodes : 

Toute la partie expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire pédagogique de la 

faculté des sciences à l’université de Yahia Farès Médéa pendant la période allant de Mars 

à mai 2022. 

II.1 Matériels : 

II.1.1 Verrerie : 

Erlenmeyer, Bécher, Flacons en verre, Tubes à essai, Pipette pasteur, pipette graduer, 

Lame/ Lamelle. 

II.1.2 Appareillage : 

Agitateur, Vortex, Balance, Densitomètre, PH-mètre, Bec bunsen, Autoclaves, Etuve, 

Distillateur, Bain marie, Incubateur, L’hôte microbiologique, Réfrigérateur, Microscope 

optique. 

II.1.3 Milieux culture : 

TTM, gélose à l'amidon, gélose CMC, gélose à la pectine, gélose Tween 20, gélose 

tween 80, gélosé à base de lait écrémé, gélose au jaune d’œuf, bouillon nutritif, Mannitol 

Mobilité, Bouillon nitraté, Mueller Hinton  ,GéloseSabouraud  ,gélose a la base de rouge 

Congo. 

II.1.4 Autres produits consommables : 

NAOH, acide sulfurique,Lugol, fushin, violet de gentiane, alcool, rouge Congo, 

kovax, nitrate 1 et 2, VP 1 et 2, l’indole, L’huile de paraffine, poudre de zinc, L’eau 

distillé, disque catalase, l’eau physiologie (Na cl 1mol), l’eau physiologie, l’eau 

oxygéné,PBS. 

II.1.5 Autres matériel : 

Entonnoir, Eprouvette graduée, pro-pipette, Spatule, Barreau et tige magnétique, anse 

à platine, Eppendorf, embout, Pissette, Micropipette, Boites de pétri,papier filtre, les 

écouvillons. 

II.2 Méthode : 

II.2.1 revivification et identification des souches : 

Les souches ont été isolées l’anné passée (2021) à partir de 3 sources hydrothermales 

en Algérie (Hammam Essalihine /Médéa, Hammam K’sana/Bouira, Hammam Righa /Ain 

defla).  
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II.2.1.1 Enrichissement et ensemencement : 

A partir des souches bactériennes conservées de l’année passée (2021), une quantité a 

été pris à l’aide d’une pipette pasteur et méttée dans des eppendorfs contenants 500µL de 

BN (annexe 1), et incubés à l’étuve (60°C) pendant 24h.   

Après les 24h, 100µL des suspensions ont été ensemencées dans des boites pétries 

contenants le milieu TTM (Annex 2), incubées à l’étuve (60°C) pendant 24h.  

II.2.1.2 Identification phénotypique des souches : 

Une série d’études macroscopique, microscopique et biochimique a été réalisée pour 

l’ensemble des souches enrichies en aérobiose. 

A. Examen macroscopique : 

L'examen macroscopique des colonies bactériennes a été réalisé directement à l’œil 

nu, il permet d’effectuer une première caractérisation, avec une orientation possible des 

résultats au cours de l’identification. 

Les éléments d’identification macroscopiques sont : La forme des colonies (rondes, 

irrégulières,…etc.), La taille des colonies par la mesure du diamètre, la couleur de la 

colonie, L’élévation (convexe, concave, plate), L’opacité (opaque, translucide ou 

transparente), La surface (lisse, rugueuse, sèche, dentelée,…etc.) (Thomas et al, 1970). 

B. Examen microscopique après coloration de Gram : 

Les bactéries présentent toutes une paroi constituée d'une substance, la muréine qui est 

un peptidoglycane. Celle-ci est recouverte par une membrane externe chez les bactéries 

Gram-, tandis que les bactéries à Gram+ en sont dépourvues. Cette paroi parson 

organisation permet de les classer soit dans les Gram+ ou les Gram-.  

La technique de coloration différentielle décrite par Gram (1884). 

 La première étape de la coloration consiste à réaliser une suspension en eau 

physiologique à partir d’une culture jeune (sur un milieu solide) et prélever un aliquote 

de suspension à l’anse de platine (ou à la pipette stérile) puis on étale sur 1 à 2 cm par 

un mouvement circulaire en partant du centre de la lame.  

 La seconde étape nécessite le séchage et la fixation par la chaleur (pour tuer les 

bactéries, fixer leur structure cytologique, et les faire adhérer à la lame).  

 La troisième étape de coloration nécessite l'ajout de quelques gouttes de violet de 

gentiane sur le frottis préalablement fixé pendant une minute, après rinçage, on ajoute le 

Lugol (solution aqueuse d’iode et d’iodure de potassium) pendant une minute, puis on 

rince et on ajoute quelques gouttes d'alcool 90° (ne va traverser que la paroi de certaines 
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bactéries « les Gram – », et décolorer leur cytoplasme) pendant 30 seconds. Puis on 

rince avec de l’eau distillée, En fin, quelques gouttes de fuchsine de Ziehl sont versées 

sur la lame qu’on laisse agir une minute (étape sert à colorer les bactéries (Gram-) qui 

se sont décolorées lors du traitement précédant). La lame est lavée à l’eaudistillée. 

Après séchage, on passe à l’observation microscopique. De ce fait, les bactéries Gram – 

sont colorées en rose et le Gram + en violet. (Annexe 3). 

Lecture : les lames ont été observées à l’aide d’un microscope optique au 

grossissement X100, X40. 

C. Caractérisation biochimique : 

Pour la détermination des caractères biochimiques des différentes souches isolées, 

nous avons utilisé quelques tests classiques d'orientation et la galerie Api 20 E.  

 Catalase : 

La production de la catalase est mise en évidence par une production d’oxygène (test 

positif) lorsque la bactérie est mise en contact avec du peroxyde d’hydrogène. Sa présence 

est révélée en déposant à l'aide de l'effilure d'une pipette Pasteur une quantité suffisante de 

la culture sur une lame en verre contenant une goutte d'eau oxygénée. La présence de 

l’enzymes traduit, en quelques secondes, par l’apparition de bulles d’air et dégagement 

gazeux (Gerhardt etal.,1994). (Annexe 4). 

 Oxydase : 

Ce test permet de mettre en évidence la présence du cytochrome oxydase, une enzyme 

catalysent une réaction d’oxydoréduction. Cette enzyme est capable d’oxyder le réactif N 

diméthyle paraphenylene diamine en dérivé violet. La technique est consistée à déposer sur un 

carré d’oxydase la colonie à tester et laisser agir. Après quelques secondes observer l’apparition ou 

pas de la couleur violette. (La coloration violette traduit la présence de l’oxydase) (Delarras C. 

2014). (Annexe 5). 

 Nitrate réductase : 

La nitrate réductase est capable de catalyser la réaction de réduction de nitrates (NO3-) 

en nitrites (NO2-) et chez certaines bactéries en azote (N2). La technique consiste à réaliser 

une culture dans un bouillon nitraté. Incuber à 60°C pendant 24-48h, ajouter au moment de 

la lecture quelques gouttes des réactifs de (nitrate 1 et 2), le virage immédiat de la couleur 

du jaune en rouge nous indique que la souche est NR+, Si le milieu reste inchangé (jaune) 

on ajout alors de la poudre de Zinc, s’il devient rouge le test est négatif, et s'il reste jaune 

on dit donc que la souche est NR+ puisqu'elle a réduit le nitrate directement en azote N2. 
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 Test Mannitol-Mobilité : 

La mobilité des souches ainsi que la fermentation du mannitol sont testées en 

ensemençant le milieu Mannitol-Mobilité par piqure centrale et incubé a 60°C pendant 24 

h. La mobilité est interprétée par un envahissement du milieu à partir de la piqure 

d’inoculation. Tandis que la fermentation du mannitol est traduite par un virage de la 

couleur du milieu au jaune (Harley et Prescott, 2002). 

 La galerie Api 20 E : 

La galerie API 20E est un système standardisé se basant sur des tests biochimiques qui 

mettent en évidence les métabolismes bactériens. Elles sont utilisées en diagnostic in vitro 

pour la classification, la détermination et l’identification bactérienne des 

Enterobacteriaceae et autres bacilles à Gram négatif. (GUIRAUD, 2003). (Annexe 6). 

La galerie API 20E compote 20 micro-tubes contenant des substrats sous forme 

déshydratée, Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les 

milieux et incubé à 50°C pendant 24h. Les réactions produites pendant la période 

d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanées ou révélés par l'addition de 

réactifs (kovax, VP1, VP2 et l’indole). (De Vos et al, 2009).  

Nous avons utilisés la galerie api 20 E à cause de la non-disponibilité des galeries 50 CHB 

spécifiques aux thermophiles comportant 50 micro-tubes renfermant essentiellement les 

sucres. 

II.2.1.3 Mise en évidence des enzymes hydrolytiques extracellulaires : 

Les isolats sont soumis à une recherche de différents enzymes extracellulaires.  

 Amylase : 

La recherche de l’activité enzymatique de l’amylase est déterminée par 

l'ensemencement des souches sur gélose à amidon L’incubation est effectuée pendant 24 à 

48 heures à 60°C et la lecture se fait par inondation des boites avec une solution de lugol 

(Annexe 3). La présence de zones claires autour de l’ensemencement témoigne de la 

production d’amylases (Gordon et al, 1973). 

 Protéase : 

L’activité protéolytique est examinée par l'ensemencement des souches sur gélose au 

lait. Les souches testées sont incubées pendant 24 à 48 heures à 60°C. La présence d’une 

activité caséinolytique se manifeste par la présence d’un halo clair autour des colonies 

suite à l’hydrolyse de ce polymère (Priest et al,1988). 
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 Estérase :  

Cette activité est recherchée par l'ensemencement des souches sur milieu à base de 

tween 80 et 20(annexe). Après incubation à 60°C pendant 24 à 48 heures, le 

développement d'un précipité (zone opaque) autour des colonies témoigne de la présence 

d'une lipase (Gonzalez et al, 1978). 

 Cellulase : 

Le milieu de base est supplémenté par 0,5% (p/v) de carboxyméthycellulose (CMC). 

Après incubation à 60°C pendant 24 à 48 heures, les boites de Pétri sont remplies d’une 

solution de rouge congo à 0,1% (p/v) et placées pendant 15 à 30 minutes à 55°C. La 

solution de rouge congo est remplacée par une solution à 1M de Na Cl et les boite sont 

laissées pendant 5 à 10 minutes à température ambiante. La production de cellulase ou de 

xylanase est appréciée par l’apparition de zones claires autour des colonies (Bragger et al., 

1989). 

 Lécithinase : 

Ce test est réalisé par ensemencement de la souche en une seule strie sur gélose 

nutritive contenant l’émulsion du jaune d’œuf stérile (egg-yolk agar ou Gélose à l’œuf). 

L’apparition de toute zone claire autour de la culture après 24 à 48 heures d’incubation à 

60°C, témoigne que la souche possède la lécithine [De Vos et al., 2009]. (Annexe 7). 
 

II.2.2 L’optimisation des paramètres de croissance : 

 Le but est d’étudier expérimentalement l’effet de quelques paramètres opératoires sur 

la croissance des souches bactériennes isolées de trois sources hydrothermales en Algérie. 

La partie expérimentale a été réalisé respectivement au sein de laboratoire pédagogique de 

faculté des sciences à l’Université de Médéa.     

Nous avons étudié expérimentalement l’effet de quelques paramètres opératoires sur la 

réponse. L’optimisation de la réponse repose sur l’utilisation de la méthode de plan 

d’expériences (Logiciel MODDE) qui permis d’obtenir un modèle empirique quadratique 

en n’effectuant qu’un nombre minimal d’expérimentations.  

II.2.2.1 Application de la méthode de pland'expérience : 

Nous nous servirons des plans d'expérience pour quantifier les influences des variables 

Toutes les planifications des expériences et l'analyse statistique des résultats sont faites par 

le logiciel MODDE (version 6).  

MODDE est un logiciel fonctionnant sous Windows permettant de définir des plans 

d’expériences, de les analyser et de les optimiser, le tout dans un unique produit convivial. 
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Le logiciel est conçu pour les techniciens et les ingénieurs de tous les secteurs de 

l’industrie. 

Les étapes de la démarche de notre travail se déroulent dans un ordre similaire à savoir : 

 Définition des objectifs et des réponses. 

 Choix d’une stratégie expérimentale. 

 Définition des facteurs. 

 Définition du domaine expérimental. 

 Expression du modèle. 

 Construction du plan d’expériences. 

 Expérimentation. 

 Analyse globale des résultats d’essais. 

 Analyse mathématique des résultats d’essais. 

 Analyse statistique du modèle. 

 Analyse graphique du modèle. 

 Validation du modèle et des informations obtenues. 

II.2.2.2 Définition des objectifs et des réponses : 

 Le but de cette étude est d’estimer l’effet des facteurs identifiés comme 

potentiellement influent la croissance des souches et maximiser la croissance par 

l’optimisation de ces facteurs et d’identifier ceux ayant une influence statistiquement 

significative sur les performances observées. Les interactions seront également observées 

afin de compléter l’estimation des effets moyens des facteurs. 

A. Température de croissance : 

Les souches ont été inoculées dans des tubes contenant 10ml de B.N (0.5 à 1Mc), la 

D.O a été mesurée le jour même, et incubés à différentes températures (30, 42,60 C°). 

Leurs cinétiques se croissance sont ensuite suivies par spectrophotomètre les 2 jours 

suivants. 

B. Paramètre du pH : 

Les souches ont été inoculées dans des tubes contenant 10 ml du B.N ajusté à 

différente valeurs de pH (3, 7, 8,10), et incubées à 60°C. 

Leurs cinétiques de croissances sont ensuite suivies par spectrophotomètre les 2 jours 

suivants. 

C. Concentration en NaCl (%) : 
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Les souches ont été inoculées dans des tubes contenants 10ml du B.N préparés à base 

de différentes concentrations en NaCl (0.2, 0.5%, 5%, 10%, 15%), et incubées à 60°C.  

 Leurs cinétiques de croissances sont ensuite suivies par spectrophotomètre pendant 2 

jours. 

 Cette étape définir 4 facteurs potentiellement influents sur la croissance de 21 

souches observée, exprimé dans le tableau 5. 
 

Tableau 5 : La nature des différents Facteurs. 

Natures Facteurs 

 

 

Quantitative 

La température  

Le pH 

La concentration de NaCl 

Les jours 

 

II.2.2.3 Définition du domaine expérimental : 

Le domaine expérimental est constitué de l’ensemble des combinaisons des facteurs 

qu’il est possible de réaliser. Dans notre cas, nous étudions les facteurs quantitatifs, le 

tableau (III.1.2) identifiés le domaine de ces facteurs. 

Tableau 6 : Le domaine des facteurs étudiés : 

Facteurs Unité Domaine 

Température °C [30-60] 

pH / [5-10] 

NaCl (p/v) % [0.2-15] 

Jours H [1-2] 

 

II.2.2.4 Construction du plan d’expériences : 

Nous avons choisi de réaliser le plan Box-Behnken pour déterminer les coefficients 

des modèles, donc nous avons 27 expériences.  

Nous avons vu dans la partie théorique de plan d’expérience (Chapitre II) que les 

modèles associés aux études de criblage sont des modèles additifs et le modèle le plus 

valide s’écrit comme suit : 

𝑦 = 𝑎0 +  𝑎𝑖𝑥𝑖 +  4
𝑖=1   𝑎𝑖𝑗 𝑥𝑖𝑥𝑗 +  𝑎𝑖𝑖𝑥𝑖

24
𝑖=1

4
𝑗=𝑖+1

4
𝑖=1     (III.1.1) 

Avecy la croissnce, X1le pH , X2la température, X3NaCl et X4jours. 

II.2.3 Recherche des activités antimicrobiennes sur milieu solide (technique des 

cylindres d’agar) : 

Les activités antimicrobiennes des souches ont été recherchées par la technique des 

cylindres d’agar [Eccleston et al., 2008 ; Radhika et al, 2011], elle consiste à ensemencer 

les souches en stries serrées sur la gélose TTM de façon à obtenir un tapis. Après 24 heures 
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d’incubation à 60°C, des cylindres d’agar d’environ de 6 mm de diamètre sont prélevés et 

déposés sur des boites de pétri contenant de Muller-Hintone préalablement mélangé avec 

des souches tests (100ml Muller-Hintone avec 20ml de suspension), selon la technique 

recommandée par la CLSI (2010) (modifié), puis incubées à 37°C pour les bactéries et à 

25°C pour les champignons (ces températures d’incubation des germes test sont respectées 

tout au long du notre travail).  

Les zones d’inhibition sont observées après 24 à 48 heures d’incubation. Toute zone 

d’inhibition de croissance autour des disques, même de faible diamètre, est considérée 

comme résultat positif (Kitouni, 2007). 

II.2.4 La recherche de la capacité de formation de biofilm : 

Deux méthodes ont été utilisées pour l’évaluation de l’aptitude des souches à la 

production du biofilm. 

II.2.4.1 La méthode du Rouge Congo : 

La méthode du Rouge Congo est une méthode qualitative (Freeman et al, 1989). La 

gélose Rouge Congo est un milieu très convenable pour la détection de souches 

productrices de slime. Sur ce milieu, les souches exprimant le PIA (polysaccharide 

intercellular adhesin) donnent des colonies noires avec une surface rugueuse contre des 

colonies de couleur rouge et à surface lisse pour les souches PIA négatif (Ziebuhret aI, 

2001). 

A. Technique : 

 Préparer la gélose Rouge Congo (voir annex). Ensemencer en stries une 

colonie à la surface d’une boite de gélose Rouge Congo(RCA). 

 Incuber les boites en 60°C pendant 48 heures. 

B. Lecture : 

Les souches productrices de biofilm donnent des colonies noires à surface rugueuse 

contre des colonies rouges à surface lisse pour les souches non productrices debiofilm. 

II.2.4.2 Méthode de microplaques de titration à 96 puits : 

Suite aux nombreuses études rapportant l’effet de la composition du milieu de 

croissance sur la production du biofilm, il nous a semblé utile d’étudier la formation de 

biofilm par la technique de microplaques de titration décrite précédemment en utilisant le 

milieu B.N. 

Le cristal violet a été utilisé pour colorer le biofilm, et après séchage, le colorant a été 

solubilisé avec l'alcool. Et cela conduit à une turbidité homogène du colorant (Stepanovic 

etal, 2000). (Hoceini. A 2017). 
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A. Technique : 

 A partir des colonies isolées, effectuer des cultures d’une nuit dans B.N et incubées 

dans l’étuve à 60°C. 

 Après 24 heures, ajuster le DO des suspensions bactériennes à 0.5 McFarland 

(l’équivalent de 108 UFC/ml) à la longueur d’onde 600 nm. 

 Inoculer chaque puits de la microplaque de titration (96 puits) avec 200μl de la 

suspension ajustée. 

 Incuber les microplaques en aérobiose à 60°C pendant 24 heures (Al-Ahmad, 2012) 

 Laver les microplaques 3 fois par la solution PBS (phosphate-buffered saline pH=7) 

pour éliminer les cellules bactériennes non adhérentes. 

 Sécher les plaques à 60°C pendant 10 mn 

 Remplir les puits par le crystal violet à 0.1% pendant 10 mn (Al-Ahmad, 2012) 

 Laver les microplaques 3 fois par l’eau distillée. 

 Laisser les microplaques sécher à 60°C pendant 10min. 

 Introduire dans chaque puit 200μl de l’éthanol et la laisser 15 mn. 

B. Lecture : 

La lecture de densité optique se fait à l’aide d’un lecteur de microplaques (Safas monaco 

MP96) à 600 nm (Lecteur ELISAVoir annexe 09). 
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III.1 Caractérisation phénotypique des souches isolées des trois sites : 

Trent deux souches d'aspects différents ont été isolées à partir des trois sites 

hydrothermaux, ces souches ont subi une série de test macroscopique, microscopique et 

biochimique. Les résultats de cette caractérisation sont présentés dans les tableaux 

suivants. Tableaux (7, 8, 9, 10 et 11). 

III.1.1Observation macroscopique : 

L’observation des caractères culturaux des colonies est le premier examen qui a été 

effectué après l’incubation des souches à 60°C sur gélose TTM. 

La figure (10) illustre l'aspect macroscopique de quelques souches isolées de l'eau 

thermale. L'aspect des colonies bactériennes a été déterminé selon les critères de base 

décrits par Harley et Prescott (2002). 

Les colonies acquises sont généralement rondes ou ovale, grande ou petite, lisses, 

bombé, jaune ou blanche. Cependant, il y avait peu de diversité dans leur aspect 

macroscopique. Les résultats obtenus sont illustrés dans le (Figure 12 et Tableau 7). 

 

 

Figure 12 : Aspect macroscopique des souches (Photos personnelles). 
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Tableau 7 :Caractères culturaux des souches cultivées. 

Souches Forme Taille Couleur Aspect 

W1 Ronde irrégulier Petite Jaune Rugueuse 

W3 Ronde Irrégulier Moyenne Jaune claire Lisse 

W4 Irrégulier Petite Blanchâtre Lisse 

W5 Ronde irrégulier Petite Blanchâtre flou centre Rugueuse 

W6 Ronde régulier Petite Blanchâtre Lisse plate 

W7 Ronde Moyenne Jaune Lisse 

W8 Ronde régulier Petite Transparente Lisse 

W9 Ronde bombée Petite Jaune Lisse 

W11 Irrégulier Grande Blanchâtre Lisse plate 

W12 Irrégulier Moyenne Blanchâtre Lisse plate 

W13 Ronde irrégulier Moyenne Jaune Lisse 

A2 Ronde irrégulier Grande Jaunâtre Lisse 

W15 Ronde Régulier Grande Jaune Crémé Rugueuse 

H Ronde Petite Transparente Lisse 

H2 Ronde Régulier Petite Blanchâtre Lisse 

H3 Irrégulier Petite Jaune Lisse 

H4 Ronde bordure régulier Moyenne Transparente Rugueuse 

H5 Ronde Petite Blanchâtre Lisse 

H6 Irrégulier Grande Jaune Rugueuse 

I5 Ronde Petite Blanchâtre Lisse 

H13 Ronde Petite Blanchâtre Lisse 

B Irrégulière Petite Blanchâtre Rugueuse 

H8 Ronde Moyenne Jaunâtre Lisse 

III.1.2Observation microscopique : 

L’observation microscopique des souches isolées des sources hydrothermales a permis 

de déterminer quelques caractères morphologiques des cellules bactériennes après 

colorations différentielles de Gram (Figure 13 et Tableau 08). 
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Figure 13 :Coloration de gram des souches thermophiles sous microscope optique au 

grossissement X100, X40 (Photos personnelles). 

Tableau 8 : Résultats de coloration de gram. 

S
o

u
ch

e 

Forme Gram 

R
eg

ro
u

p
em

en
t 

W4 Bacille Positif + Isolée 

W3 Bacille positif + Isolée 

W11 Bacille Positif + Isolée 

W1 Bacille Positif + Isolée 

W15 Bacille Positif + Isolée 

H6 Bacille Négatif - Isolée 

H13 Coccobacille Négatif - en Y 

H9 Bacille Positif + en chainette 

H2 Bacille Positif + Isolée 

H15 Bacille Négatif - Isolée 

H14 Bacille Positif + Isolée 

H3 Bacille Positif + en chainette 

H5 Bacille Positif + Isolée 

H8 Bacille Positif + en chainette 

H10 Bacille Négatif - Isolée 

I5 Bacille Positif + en chainette 

H11 Bacille Négatif - en chainette 

W9 Bacille Positif + en chainette 

5 Bacille Négatif - en chainette 

M Bacille Positif + en chainette 

H4 Bacille Négatif - en chainette 

W6 Bacille Positif + en chainette 

11 Bacille Positif + en chainette 

I4 Bacille Positif + en chainette 

2 Bacille Positif + en chainette 

A2 Bacille Positif + en chainette 

W13 Bacille Positif + en chainette 

W7 Coccobacille Positif + Isolée 

W8 Coccobacille Positif + Isolée 

W12 Coccobacille Négatif - en chainette 

W5 Coccobacille Positif + Isolée 

H Bacille Positif + en chainette 

B Bacille Positif + en chainette 

c Bacille Positif + en chainette 

A5 Bacille Positif + en chainette 
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L'examen microscopique a révélé les résultats représentés dans le tableau (08). Parmi 

les 32 souches, 24 sont des bacilles à Gram positif et 6 à Gram négatif, Cinq ont une forme 

coccobacilles, trois à Gram positif et deux Gram négatif. 

La plupart des bactéries isolées des sources thermales en Algérie surtout, étaient des 

bacilles Gram positif. Une étude similaire a été réalisée par LARBI (2015), qui a isolé 59 

souches bactériennes de différentes sources thermales (Hammam Debagh à Galma, 

Hammam bouhnifia à Mascar, Hammam Bouhjar à Temouchent, Hammam Rabi à Saida), 

dont 44 isolats étaient des bacilles Gram positif, mais aussi, elle a trouvé aussi des bacilles 

Gram négatif et des Cocci Gram positif. 

Une étude similaire a été réalisée par AISSAT Ibtissam & MEKKI Nadjat 

2018/2019, qui ont pu isoler 10 souches bactériennes de Hammam Guergour (Nord de 

Sétif-Algérie) dont 9 isolats étaient des bacilles Gram positif, et un isolat de forme 

coccoïde, Gram négatif. Nos résultats concordent aussi avec ceux trouvés par Gomri 

(2012) qui a pu isoler 83 

Une autre étude des souches isolées à partir d’échantillons de cendres et des sources 

chaudes a montré 84% du total des isolats étaient des gram (+) et le reste gram (-) (Asad et 

al, 2011). 

III.1.3 Identification biochimiques des isolats : 

A. Test catalase, oxydase, N.R et mannitol mobilité : 

Les résultats de la caractérisation biochimique des souches isolée à partir des trois 

sources sont représentés dans (Les Figure 14, 15, 16 et 17 etTableaux 9,10). 

 

Figures 14 : Les résultats de catalase des souches (Photos personnelles). 
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Figure 15 : Les résultats d’oxydase des souches (Photos personnelles). 

 

 

Figure 16 : Le test nitrate réductase des souches (Photos personnelles). 
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Figure 17 : Test de mannitol mobilité des souches (Photos personnelles). 

Tableau 9 : Résultats d’oxydase et catalase 

Souche H4 I4 W6 M W9 11 H11 C G H8 H10 W5 

Oxydase P+ P+ N- P+ N- P+ P+ P+ P+ N- N- N- 

Catalase P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ N- P+ P+ 

 

W13 W12 W8 W7 H3 H5 H13 H14 H15 W1 W15 

P+ P+ N- P+ P+ P+ P+ N- P+ P+ P+ 

P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ N- 

 

Tableau 10 : Les résultats de test nitrate réductase et mannitol mobilité.   

Souches 5 W6 H4 I4 2 M H11 11 A2 H8 H10 I5 W7 W12 H3 

B. Nitraté N
-
 P

 +
 N

-
 P

+
 P

+
 N

-
 N

-
 P

+
 P

+
 P

+
 P

+
 P

+
 N

-
 N- P+ 

Manitol N - P + P + N - P+ N- P + P+ N- P+ P+ N- P + P+ P+ 

Mobilité P + P + P+ P+ P+ P+ N- N- P+ P+ N- P+ N - P+ P+ 

 

 

 

 

 

H5 H15 H9 H14 H13 H2 H6 W3 W4 W11 W15 W1 W9 W13 W5 W8 

P + N - N - P + P + N- N- P + N - P + P + P + P + N - P + P + 

P + P + P + P + P + N- N- P + P + N - N - P + P + N - P + P + 

P + P + N- P + P + N- N- P + N - P + P + P + P + P + P + N - 
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Toutes les souches isolées sont oxydase positive à l’exception des souches : W6, W9, 

H8, H10, W5, W8, H14. 

La plupart des souches sont catalase positive à l’exception des : H8 et W15. 

Les souches W6, I4, 2, 11, A2, H8, H10, I5, H3, H5, H14, H13, W3, W11, W15, W1, 

W9, W5 et W8 sont N.R positive. Tandis que les souches 5, H4, M, H11, W7, W12, H15, 

H9, H2, H6, W4 et W13 sont N.R négative. 

La plupart des souches sont mannitol positive, sauf que les souches 5, I4, M, A2, I5, 

H2, H6, W11, W15 et W13. 

La majorité des souches sont mobiles alors que les souches H11, 11, H10, W7, H9, 

H2, H6, W4 et W8 sont immobiles.  

Les souches étudiées sont généralement oxydase et catalase positives ; c’est le cas de 

la plupart des isolats bactériens aérobies et anaérobies facultatives thermophiles (Dinsdale 

et al., 2001). 

B. Identification biochimique des souches par la galerie API 20 E : 

La galerie API 20 E est un système d’identification des Enterobacteriaceae et autres 

bâtonnets gram négatif non exigeants, utilise 21 tests biochimiques standardisés et 

miniaturisés et une base de données. Il se compose de 20 microtubes contenant des 

substrats déshydratés. Ces tubes sont ensemencés avec une suspension bactérienne qui 

reconstitue le milieu. Au cours de l’incubation, le métabolisme produit des changements de 

couleur qui sont spontanés, soit révélés par l’ajout de réactifs. (Topić Popović,et al 2007). 

Les galeries ont été incubés à 50°C pendant 24h, les résultats obtenues sont les 

suivants: 

(Figure 18 et Tableaux 11 et 12). 

 

Figure 18 : les galeries API 20E après incubation (Photos personnelles).
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Tableau 11 : Les résultats des galeries API 20E: 

Souches ONPG ADH LDC ODC CIT H2S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA 

H4 N- N- N- N- N- N- N- N- N- N- P+ N- N- N- N- N- N- N- N- N- 

I4 P+ N- N- N- P+ N- N- N- N- N- P+ N- N- N- N- N- N- N- N- P+ 

W6 N- N- N- N- N- N- N- N- N- P+ P+ N- N- N- N- N- N- N- N- P+ 

5 P+ N- N- N- N- N- N- N- N- P+ P+ N- N- N- N- N- N- N- N- N- 

M N- N- N- N- P+ N- N- N- N- P+ P+ P+ P+ P+ P+ N- P+ N- N- P+ 

2 N- P+ N- N- P+ N- N- N- N- P+ P+ N- N- N- N- N- N- N- N- N- 

W9 P+ P+ N- N- P+ N- N- N- N- P+ P+ N- P+ P+ P+ P+ N- N- P+ P+ 

A2 P+ N- N- N- N- N- N- N- N- N- P+ N- N- N- N- N- N- N- N- N- 

H11 N- N- N- N- P+ N- N- N- N- P+ P+ N- N- N- N- N- N- N- N- P+ 

11 N- N- N- N- N- N- N- N- N- P+ P+ N- N- N- N- N- N- N- N- P+ 

C N- N- N- N- N- N- N- N- N- P+ P+ P+ N- N- P+ N- N- N- N- P+ 

G N- N- N- N- N- N- N- N- N- P+ P+ P+ P+ N- P+ N- P+ N- P+ P+ 

H10 P+ N- N- N- P+ N- N- N- N- N- P+ N- P+ N- N- N- P+ N- N- P+ 

H8 N- N- N- P+ N- N- N- N- N- N- P+ N- N- N- N- N- N- N- N- N- 

I5 N- N- N- N- P+ N- N- N- N- N- P+ N- N- N- N- N- N- N- N- N- 

W13 P+ P+ N- N- P+ N- N- N- P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ N- P+ N- P+ P+ 

W12 N- N- N- N- N- N- N- p+ N- P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ 

W8 P+ N- N- N- P+ N- N- N- P+ N- P+ N- N- N- N- N- N- N- N- P+ 

W5 N- N- N- N- N- N- N- N- N- N- P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ 

W7 N- N- N- N- N- N- N- N- N- N- P+ P+ P+ P+ P+ P+ P+ N- N- N- 

H14 N- P+ N- P+ N- N- N- p+ N- P+ P+ P+ N- N- N- N- N- N- N- N- 

W1 P+ N- N- N- N- N- N- N- N- N- P+ N- N- N- N- N- N- N- N- N- 

W15 P+ N- N- N- N- N- N- N- N- N- P+ N- N- N- N- N- N- N- N- N- 
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D’après les résultats du tableau 11, on constate que les souches I4, 5, W9, A2, H10, 

W13, W8, W1 et W15 possèdent une B-galactosidase. Toutes les souches sont Arginine 

dihydrolase négative, sauf que : 2, W9, W13, H14. L’ensemble des souches sont lysine 

décarboxylase négative. Seulement H8 et H14 qui sont ornithine décarboxylase positive. 

Parmi toutes les souches ; I4, M, 2, W9, H11, H10, I5, W13 et W8 possède un citrate 

perméase. Aucune des souches sont uréase positive et la majorité des souches sont 

Tryptophane désaminase négative à l’exception de W13 et H14. Pour le test Indole 

seulement W13 et W8 qui sont positive. Presque la moitié des souches produisent 

L'acétoïne. 

Toutes les souches ont la gélatinase qui liquéfie la gélatine. On constate que les 

souches W15, W1, 5, A2, 2, H8 et I5 ne dégradent aucun sucre contrairement à W5, W12 

et le reste des souches dégradent plusieurs sucres. 

Tableau 12 : Identification des souches. 

Souches Espèce  

W1 Brevibacillus brevis 

W5 Bacillus circulans 

W6 Paenibacillus panacisoli 

W7 Bacillus niacini 

W8 Brevibacillus brevis 

W9 Bacillus licheniformis 

W12 Bacillus circulans 

W13 Bacillus pumilus 

W15 Brevibacillus brevis  

H4 Bacillus farraginis 

H8 Bacillus sporothermodurans 

H10 Bacillus niacini 

H14 Bacillus firmus 

I4 Brevibacillus brevis 

I5 Lysinibacillus sphaericus 

A2 Brevibacillus brevis 

M Bacillus pumilus 

2 Bacillus cereus 

5 Paenibacillus residui 

11 Bacillus acidiceler 
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III.2 L’activité enzymatique : 

Un screening des activités amylolytiques, protéolytiques, lipolytiques et 

cellulolytiques a été effectué. La présence de ces activités a été détectée en utilisant les 

substrats, amidon, pectine, caséine, jaune d'œuf, tween 20, tween 80, et 

carboxymethylcellulose (CMC) (Figure 19 et Tableau 13). 

 

 

 

 

Figure 19 : Les résultats des tests enzymatiques (Photos personnelles). 
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Tableau 13 : Activité enzymatique des souches. 

Souches CMC 
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5 : Paenibacillus residui N - N - N - P + P + N - N - 

W6 : Paenibacillus panacisoli P + P + P+ P + P + N - N - 

H4 : Bacillus farraginis N - N - N - P + P + N - N - 

I4 : Brevibacillus brevis P + P + P+ P + P + N - N - 

2 : Bacillus cereus P + N - N - P + P + N - P + 

M : Bacillus pumilus P + N - P+ P + N - N - N - 

H11 P + N - N - P + P + N - P + 

11 : Bacillus acidiceler N - P + N - P + P + N - N - 

A2 : Brevibacillus brevis P + N - N - P + P + N - P + 

H8 : Bacillus sporothermodurans N - N - P+ P + P + N - N - 

H10 : Bacillus niacini P + N - P+ P + P + N - N - 

I5 : Lysinibacillus sphaericus P + P + P+ P + P + N - P + 

W7 : Bacillus niacini N - N - P+ P + P + N - N - 

W12 : Bacillus circulans N - N - P+ P + P + N - N - 

H3 P + P + P+ P + P + P + N - 

H5 P + P + P+ P + P + P + N - 

H15 N - P + P+ P + P + N - N - 

H9 N - N - P+ P + P + N - N - 

H14 : Bacillus firmus N - P + P+ P + P + P + N - 

H13 P + P + P+ P + P + N - P + 

H2 P + P + P+ P + N - P + N - 

H6 N - P + P+ P + P + P + N - 

W3 P + N - P+ P + P + N - P + 

W4 N - N - P+ P + P + N - N - 

W11 P + N - P+ P + P + N - N - 

W15 : Brevibacillus brevis P + P + P+ P + N - P + N - 

W1 : Brevibacillus brevis P + P + P+ P + P + P + P + 

W9 : Bacillus licheniformis N - N - P+ P + P + N - P + 

W13 : Bacillus pumilus N - P + P+ P + P + P + P + 

W5 : Bacillus circulans P + N - P+ P + P + N - N - 

W8 : Brevibacillus  brevis N - N - P+ P + P + N - N - 

W14 N - N - N - N - P + P + P + 

(P+) : hydrolyse complète.   (N-) : absence de l’hydrolyse. 
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Parmis les 32 souches étudiées pour l’activité enzymatique, 17 souches dégradent le 

carboxymethylcellulose (CMC). La caséine a été hydrolysée par 14 souches. Pour l’activité 

lypolytique, 24 souches pouvant hydrolyser le Tween20 et toutes les souches sont positive 

pour le Tween 80 a part W14.L’amidon, pectine et lécithine ont été hydrolysées par 28, 9 

et 10 souches respectivement. 

Les bactéries thermophiles ont développé une variété de stratégies moléculaire pour 

survivre aux conditions environnementales extrêmes. Pour l’utilisation des substrats 

naturels un nombre de bactéries thermophiles, produisent une gamme d’enzymes 

hydrolytiques, (Protéase, cellulase, amylase, glucosidase, glucoamylase, glucosidase, 

glucoamylase, pullulanase…etc) (Bertoldo et Antranikian, 2002). 

Des résultats similaires sur des bactéries isolées à partir d’eau thermale et de sol 

avoisinant des sources thermales à hammam Debagh, Guelma, Algérie, ont montré que 

toutes les souches possédaient une ou plusieurs activités hydrolytiques, dominées par les 

activités protéolytiques et amylolytiques (Benkahoul et al, 2017). 

III.3 L’activité antimicrobienne : 

Les résultats de l’activité antimicrobienne des souches étudiées contre des souches test 

standardisés : les bactéries : « Salmonella typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli 

ATCC 8739, Bacillus subtilis ATCC 6633, pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 et 

staphylococcus epidermidis ATCC 12228 »,  

Les champignons :« Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, Candida albicans ATCC 

10231 et Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 ». 

Sont présentés dans (figure 20 et le tableau 14) suivants : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure20 : L’activité antimicrobienne des souches thermophiles contre les souches tests 

(bactérie et champignon)(Photos personnelles).
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Tableau 14 : l’activité antimicrobienne des souches thermophiles contre les souches tests 

(bactérie et champignon). 
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W5 : Bacillus circulans - - - - - - + - - 

W6 : Paenibacillus panacisoli - - - - - - - - - 

H13 - - - - - - - - - 

H3 - - - - - - - - - 

I5 : Lysinibacillus sphaericus - - - - - - - - - 

B - - - - - - - - - 

H5 + - - - - - - - - 

W4 + - - - - - - - - 

W7 : Bacillus niacini + - - - - - - - - 

11 : Bacillus acidiceler + - - - - - - - - 

W9 : Bacillus licheniformis + - - - - - - - - 

W15 : Brevibacillus brevis + - - - - - - - - 

A7 - - - - - + - - - 

H + - - - - - - - - 

W12 : Bacillus circulans + - - - - - - - - 

M : Bacillus pumilus - - - - + + - - - 

W1 : 

Brevibacillus brevis 
+ - - - - - - - - 

A5 - - - - - - - - - 

H8 : Bacillus sporothermodurans - - - - - - - - - 
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D’après nos résultats, la capacité à présenter une activité antibactérienne contre 

Staphylococcus aureus a été détectée chez les souches H5, W4, W7, 11, W9, W15, H, W12 

et W1, et aucune des souches à présenter une activité contre Salmonella typhimurium, 

Escherichia coli et Bacillus subtilis, et seulement la souche M qui a un effet cotre 

pseudomonas aeruginosa, et aucun effet a été détecté contre staphylococcus epidimidis 

sauf chez A7 et M. 

Pour l’activité antifongique aucune souche à développer une activité contre 

Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, a l’exception de la souche W5 qui à  

présenter une activité contre Aspergillus brasiliensis avec une zone d’inhibition 

importante. 

 En raison de la nature extrêmophile des microbes, leur produit pourrait être plus 

efficaces contre les microbes pathogènes couramment trouvés. Malgré des études 

approfondies sur les microorganismes vivant dans des conditions environnementales 

extrêmes, y compris les thermophiles, très peu d’informations sont disponibles sur leurs 

métabolites secondaires notamment dans la production de protéines antimicrobiennes 

(Ojha et al, 2021). 

 Quatre souches bactériennes thermophiles présentant une activité antimicrobienne 

contre des agents pathogène testés ont été isolées de source chaude saoudienne 

(Alrumman et al, 2019), Une autre étude a rapporté la capacité des bactéries thermophiles 

à produire des antimicrobiens isolées à partir de sources chaudes en Jordanie (Fandi et al, 

2014). 

 Il a été noté que les espèces de Bacillus produisent un grand nombre de composés 

biologiques actifs contre, les bactéries, les champignons, les protozoaires, et les virus 

(Muhammad et al, 2009). 

 Une étude sur 30 isolats de streptomyces a été isolés et purifiés à partir des zones 

thermales de Nord de la Jordanie, a montré que la capacité à présenter une activité 

antibactérienne contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus a été détectée chez 

20% et 26% des isolats respectivement, tandis que la capacité à présenter une activité 

antifongique contre Candida albicans a été détectée chez 23% des isolats (Abussaud et 

al, 2013).   

 16 souches thermophiles du genre Bacillus ont été isolées des sources thermales de la 

Péninsule du Kamtchatka en Russie, l’étude a montré qu’au moins 8 souches étaient 

actives cotre les souches test Gram(+) avec une grande activité antimicrobienne a été 

observée avec les souches d’essai Bacillus megterium VKM41 et Micrococcus 
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luteus(Esikova et al, 2002). Al-Dhabi a également isolé une bactérie Streptomyce Sp. 

Al-Dhabi-1 à partir des sédiments de la source chaude de Tharban, qui a une activité 

antimicrobienne (Al-Dhabi et al, 2016). 

 Une autre étude sur un extrait d’acétate d’éthyle de Bacillusparamycoides 

LBKURCC218 isolé à partir de la source chaude de l’ouest de Sumatra en Indonésie a 

montré la présence d’une zone d’inhibition élevé contre Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus et Candida albicans (Octarya et al., 2022). 

III.4 L’aptitude de formation de biofilm : 

Les souches isolées ont été testées pour mettre en évidence leur capacité à former un 

biofilm par deux techniques : méthode de Rouge Congo (RCA) et méthode des 

microplaques de titration. (Figures 21,22 et Tableaux 15,16) 

III.4.1 Technique Rouge Congo : 
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Figure 21 : La production de slime chez les souches (H8, W9, C, W5, H, A5, B, W13, 

I5, H3, W7, W15, M, W12, 11 et W8) (Photos personnelles). 

 

Tableau 15 : Résultats de la production de slime par la méthode RCA. 

 

 

 

 

 

 

 

Après 48 heures d’incubation, la production de slime est remarquée respectivement 

chez les souches A5, M, C, I5, W5, W4, A7, B, W9, W7, W6, H13, H, W12, W15, H3 et 

H5 à l’opposé des autres souches exprimant un phénotype négatif. 

III.4.2 Technique de microplaque de titration : 

Les valeurs seuils pour l’essai de B.N. 

D.O min= 0,101. 

D.O max= 0,303. 

D.O min= D.O témoin moyen + 3. Ecartype = 0,77+3(0,08). 

D.O max= 3. D.O min. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Préparation de microplaque de titration (Photos personnelles). 

Souches Phénotype (slime) 

A5 Positive + 

H8 :Bacillus sporothermodurans Négative - 

M :Bacillus pumilus Positive + 

C Positive+ 

I5 :Lysinibacillus sphaericus Positive + 

11 :Bacillus acidiceler Négative - 

W5 :Bacillus circulans Positive + 

W4 Positive+ 

W1 :Brevibacillus brevis Négative - 

A7 Positive + 

B Positive + 

W9 :Bacillus licheniformis Positive + 

W7 :Bacillus niacini Positive + 

W6 :Paenibacillus panacisoli Positive + 

H13 Positive + 

H Positive+ 

W12 :Bacillus circulans Positive + 

W8 :Brevibacillus brevis Négative - 

I4 : Brevibacillus brevis Négative - 

W15 :Brevibacillus brevis Positive+ 

W13 :Bacillus pumilus Négative - 

H3 Positive + 

H5 Positive + 
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Tableau 16 : Résultats de la technique de microplaque de titration. 

 
Souche D.O moyenne Formation de biofilm 

W1 :Brevibacillus brevis. 0.156 Moyennement 

W13 :Bacillus pumilus. 0.110 Moyennement 

H13 0.127 Moyennement 

W9 :Bacillus licheniformis. 0.145 Moyennement 

H8 :Bacillus sporothermodurans. 0.134 Moyennement 

W12 :Bacillus circulans. 0.135 Moyennement 

I5 :Lysinibacillus sphaericus. 0.113 Moyennement 

W6 :Paenibacillus panacisoli. 0.113 Moyennement 

A5 0.156 Moyennement 

H 0.222 Moyennement 

I4 :Brevibacillus brevis. 0.206 Moyennement 

W15 :Brevibacillus brevis. 0.135 Moyennement 

W8 :Brevibacillus brevis. 0.135 Moyennement 

B 0.120 Moyennement 

W5 :Bacillus circulans. 0.138 Moyennement 

W7 : Bacillus niacini. 0.131 Moyennement 

A7 0.135 Moyennement 

M :Bacillus pumilus. 0.115 Moyennement 

11 :Bacillus acidiceler. 0.109 Moyennement 

H3 0.123 Moyennement 

W4 0.405 Fortement 

C 0.356 Fortement 

 

Les valeurs inférieures à 0,101 représentent les souches non productrices de biofilm, 

les valeurs comprises entre 0,101-0,303 ont été associées avec les souches modérément 

productrices de biofilm, et les valeurs DO supérieures à 0,303 correspondent aux souches 

fortement productrices de biofilm. 

Les résultats obtenus, suivant une approche qualitative, ont permis de mettre en 

évidence la capacité de toutes les souches à former des biofilms en microplaques à 96 puits 

après culture en B.N.  

Les souches W1, W13, H13, W9, H8, W12, I5, W6, A5, H, I4, W15, W8, B, W5, W7, 

A7, M, 11 et H3 sont caractérisées par une moyenne production de biofilm tandis que les 

souches W4 et C sont fortement productrices de biofilm. 

La capacité à former des biofilms ne se limite pas aux bactéries aérobies mésophiles, 

ils sont également évidents dans les environnements à haute température, tels que les 

endroits géothermiques terrestres et les évents hydrothermaux. Il a été démontré que 

plusieurs hyperthermophiles aérobies (microorganismes avec des températures de 

croissance optimales égales ou supérieures à 80 %) produisent des exopolysaccharides 

(Psysz et al, 2004). 
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Une étude sur une bactérie thermophile « Bacillus haynessii cam B6 », isolé d’une 

source chaude Chilienne a démontré la capacité de la bactérie a formé de biofilm (Marin 

et al, 2022). 

Dans le secteur de l’industrie alimentaire les biofilms peuvent causés la détérioration 

des produits, la réduction de la capacité de production, la corrosion, les pannes 

d’équipements, le blocage des tuyaux et les infections (Kilic, 2020). Des études ont montré 

la formation de biofilm sur les équipements de ces laiteries par des souches mésophiles du 

groupe Bacillus cereus et des souches thermophiles de genre Geobacillus, ces biofilms 

résistent aux opérations de nettoyage et sont une source de contamination chronique du lait 

pasteurisé (Malek, 2019). 

III.5 Optimisation des paramètres de croissance : 

III.5.1 Analyse globale des résultats d’essais : 

Chacun des essais a été réalisé 2 fois. Les valeurs relevées lors des mesures étant des 

valeurs particulières de variables aléatoires, En présence d’une valeur suspecte, l’essai est 

réalisé de nouveau et la valeur suspecte est écartée. Les résultats des 27 essais×21 souches 

de la matrice d’expériences sont présentés dans (Tableau 43 annexe 8). 

III.5.2 Analyse mathématique des résultats d’essais 

L’analyse mathématique consiste essentiellement à identifier lescoefficients des 

modèles à partir des résultats des 27 expériences réalisées. L’application de la méthode des 

moindres carrés sur les résultats d’essais a permis d’obtenir les 15 coefficients de chacun 

des modèles, fournis-en(Tableau 44 annexe 8). 

III.5.3 Analyse statistique globale des modèles 

L'analyse de la variance (ANOVA) permet d'étudier le comportement d'une variable 

quantitative et à expliquer en fonction d'une ou de plusieurs variables nominales 

catégorielles, cette analyse donne les résultats présentés en (Tableaux 17 à 37). 

Nous obtenons pour la réponse une valeur nul de P ce qui conforte l’hypothèse de 

l’utilisation des modèles quadratiques pour modéliser la réponse. 

III.5.4 Courbe de criblage : 

La valeur élevée du coefficient de détermination R²ajusté associée aux modèles de 

Temps se traduit par des graphiques d’adéquation, sur lesquels l’alignement des nuages de 

points est très proche de la première bissectrice.Les parcelles avec les points proches d'une 

droite indiquent de bons modèles. 

III.5.5 Courbes iso-réponse : 
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Ces courbes montrent les variations des facteurs sur la réponse et les maximums 

locaux de chaque répartition. 

III.5.6 Représentation graphique de l’effet des facteurs : 

Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO des souches. 

Tous les résultats d’analyse statistique des modèles sont présentés dans (Figures 23 à 

85). 

Tableau 17 : Analyse de ANOVA de la souche S1. 

S1 DF SS MS F p SD 

Total Corrected 26 158,436 6,09367     2,46854 

Regression 14 153,249 10,9463 25,3246 0,000 3,30852 

Residual 12 5,1869 0,432242     0,657451 

N = 27 Q2 = 0,864 Cond. no. = Infinite     

 

 

Figure 23 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S1. 
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Figure 24 : Courbe isoréponse 4D de la souche S1 

 

Figure 25 : Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S1. 

Tableau18 : Analyse de ANOVA de la souche S2. 

S2 DF SS MS F p SD 

Total Corrected 26 437,153 16,8136     4,10044 

Regression 14 425,668 30,4049 31,7688 0,000 5,51406 

Residual 12 11,4848 0,957069     0,978299 

N = 27 Q2 = 0,892 Cond. no. = Infinite     

DF = 12 R2 = 0,974 Y-miss = 0     

Comp. = 7 R2 Adj. = 0,943 RSD = 0,9783     
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Figure 26 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S2. 

 

Figure 27 : Courbe isoréponse 4D de la souche S2. 

 

Figure 28 : Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S2. 
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Tableau 19 : Analyse de ANOVA de la souche S3. 

S3 DF SS MS F p SD 

Total Corrected 26 729,363 28,0524     5,29645 

Regression 14 708,095 50,5782 28,5373 0,000 7,11184 

Residual 12 21,2683 1,77236     1,3313 

N = 27 Q2 = 0,838 Cond. no. = Infinite     

DF = 12 R2 = 0,971 Y-miss = 0     

Comp. = 7 R2 Adj. = 0,937 RSD = 1,3313     

 

 

Figure 29 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S3 

 

Figure 30 : Courbe isoréponse 4D de la souche S3 
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Figure 31 : Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S3. 

Tableau 20 : Analyse de ANOVA de la souche S4. 

S4 DF SS MS F p SD 

Total Corrected 26 6733,78 258,991     16,0932 

Regression 14 6624,42 473,173 51,923 0,000 21,7525 

Residual 12 109,356 9,11297     3,01877 

N = 27 Q2 = 0,780 Cond. no. = Infinite     

DF = 12 R2 = 0,984 Y-miss = 0     

Comp. = 7 R2 Adj. = 0,965 RSD = 3,0188     

 

 

Figure 32 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S4. 
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Figure 33 : Courbe isoréponse 4D de la souche S4. 

 

Figure 34 : Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S4. 
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Figure 35 :Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S5. 

 

Figure 36 : Courbe isoréponse 4D de la souche S5. 

 

Figure 37: Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S5 
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Tableau 22 : Analyse de ANOVA de la souche S6 

S6 DF SS MS F p SD 

Total Corrected 26 2242,55 86,252     9,28719 

Regression 14 2228,75 159,196 138,389 0,000 12,6173 

Residual 12 13,8042 1,15035     1,07255 

N = 27 Q2 = 0,953 Cond. no. = Infinite     

DF = 12 R2 = 0,994 Y-miss = 0     

Comp. = 7 R2 Adj. = 0,987 RSD = 1,0725     

 

 

Figure 38 :Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S6. 

 

Figure 39 : Courbe isoréponse 4D de la souche S6. 
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Figure 40 : Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S6. 

Tableau 23 : Analyse de ANOVA de la souche S7. 
S7 DF SS MS F p SD 

Total Corrected 26 961,146 36,9671     6,08006 

Regression 14 941,854 67,2753 41,848 0,000 8,20215 

Residual 12 19,2914 1,60761     1,26792 

N = 27 Q2 = 0,877 Cond. no. = Infinite     

DF = 12 R2 = 0,980 Y-miss = 0     

Comp. = 7 R2 Adj. = 0,957 RSD = 1,2679     

 

 

Figure 41 :Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S7. 
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Figure 42 : Courbe isoréponse 4D de la souche S7. 

 

Figure 43: Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S7. 
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Figure 44 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S8. 

 

Figure 45 : Courbe isoréponse 4D de la souche S8. 

 

Figure 46 : Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S8. 
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Tableau25 : Analyse de ANOVA de la souche S9. 

 
S9 DF SS MS F p SD 

Total Corrected 26 3565,1 137,119     11,7098 

Regression 14 3522,91 251,636 71,5673 0,000 15,8631 

Residual 12 42,193 3,51608     1,87512 

N = 27 Q2 = 0,915 Cond. no. = Infinite     

DF = 12 R2 = 0,988 Y-miss = 0     

Comp. = 7 R2 Adj. = 0,974 RSD = 1,8751     

 

 

 

 

Figure 47 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S9. 

 

 

Figure 48 : Courbe isoréponse 4D de la souche S9. 
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Figure 49 : Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S9. 

 

Tableau 26 : Analyse de ANOVA de la souche S10 
S10 DF SS MS F p SD 

Total Corrected 26 10764,6 414,022     20,3475 

Regression 14 10650,8 760,773 80,2586 0,000 27,5821 

Residual 12 113,748 9,47903     3,0788 

N = 27 Q2 = 0,792 Cond. no. = Infinite     

DF = 12 R2 = 0,989 Y-miss = 0     

Comp. = 7 R2 Adj. = 0,977 RSD = 3,0788     

 

 

 

Figure 50 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S10. 
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Figure 51 : Courbe isoréponse 4D de la souche S10 

 

Figure52: Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S10. 

Tableau 27 : Analyse de ANOVA de la souche S11. 

S11 DF SS MS F p SD 

Total Corrected 26 2731,39 105,053     10,2496 

Regression 14 2665,57 190,398 34,7116 0,000 13,7985 

Residual 12 65,8216 5,48513     2,34204 

N = 27 Q2 = 0,858 Cond. no. = Infinite     

DF = 12 R2 = 0,976 Y-miss = 0     

Comp. = 7 R2 Adj. = 0,948 RSD = 2,3420     

 

MODDE 6.0 - 11-06-2022 20:32:46

NaCl = 0,2 NaCl = 5,1 NaCl = 10

d
a
y
s
 =

 2
d
a
y
s
 =

 1
,5

d
a
y
s
 =

 1

Investigation: bact2 (PLS, comp.=7)

4D Contour of S10

-10

0

10

20

30

40

d
a
y
*d

a
y T

T
*d

a
y

d
a
y

N
a
C

N
a
C

*N
a
C

p
H

p
H

*p
H

T
*N

a
C

T
*T

N
a
C

*d
a
y

p
H

*T

p
H

*d
a
y

p
H

*N
a
C

E
ff

e
c
ts

Investigation: bact2 (PLS, comp.=8)

Effects for S10

N=27         R2=0,991     R2 Adj.=0,981

DF=12        Q2=0,792     RSD=2,8391   Conf. lev.=0,95



Chapitre III      Résultats et discussion  

72 

 

 

Figure 53 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S11. 

 

 

Figure 54 :Courbe isoréponse 4D de la souche S11. 

 

Figure 55 : Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S11. 
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Tableau 28 : Analyse de ANOVA de la souche S12. 

S12 DF SS MS F p SD 

Total Corrected 26 3533,2 135,892     11,6573 

Regression 14 3462,55 247,325 42,0064 0,000 15,7266 

Residual 12 70,6534 5,88779     2,42648 

N = 27 Q2 = 0,859 Cond. no. = Infinite     

DF = 12 R2 = 0,980 Y-miss = 0     

Comp. = 7 R2 Adj. = 0,957 RSD = 2,4265     

 

 

Figure 56 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S12.

 

Figure 57 : Courbe isoréponse 4D de la souche S12. 
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Figure 58 : Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S12. 

Tableau 29 : Analyse de ANOVA de la souche S13. 
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Total Corrected 26 3150,35 121,167     11,0076 
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DF = 12 R2 = 0,993 Y-miss = 0     

Comp. = 7 R2 Adj. = 0,985 RSD = 1,3393     

 

 

Figure 59 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO 

de souche S13. 
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Figure 60 : Courbe isoréponse 4D de la souche S13. 

 

Figure 61: Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S13. 
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Figure 62 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S14 

 

Figure 63 : Courbe isoréponse 4D de la souche S14. 

 

Figure 64 : Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S14. 
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Tableau 31 : Analyse de ANOVA de la souche S15. 

S15 DF SS MS F P SD 

Total Corrected 26 21258,3 817,625     28,5941 

Regression 14 20902,8 1493,05 50,399 0,000 38,6401 

Residual 12 355,496 29,6246     5,44285 

N = 27 Q2 = 0,755 Cond. no. = Infinite     

DF = 12 R2 = 0,983 Y-miss = 0     

Comp. = 7 R2 Adj. = 0,964 RSD = 5,4429     

 

 

Figure 65 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S15. 

 

Figure 66 : Courbe isoréponse 4D de la souche S15. 
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Figure 67 : Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S15. 

Tableau 32 : Analyse de ANOVA de la souche S16. 
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Regression 14 7509,46 536,39 157,412 0,000 23,1601 
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Figure 68 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S16. 
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Figure 69 : Courbe isoréponse 4D de la souche S16. 

 

 

Figure 70 : Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S16. 
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Figure 71 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S17 

 

Figure 72 : Courbe isoréponse 4D de la souche S 17. 

 

 

Figure 73 : Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S17. 
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Tableau 34 : Analyse de ANOVA de la souche S18. 

S18 DF SS MS F p SD 

Total Corrected 26 3216,68 123,718     11,1229 

Regression 14 3185,09 227,506 86,4137 0,000 15,0833 

Residual 12 31,5931 2,63276     1,62258 

N = 27 Q2 = 0,912 Cond. no. = Infinite     

DF = 12 R2 = 0,990 Y-miss = 0     

Comp. = 7 R2 Adj. = 0,979 RSD = 1,6226     

 

 

Figure 74 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S18. 

 

 

 

Figure 75 : Courbe isoréponse 4D de la souche S18. 

10

20

30

40

10 20 30 40

O
b

s
e

r
v
e

d

Predicted

Investigation: bact2 (PLS, comp.=7)

S18

N=27         R2=0,990     R2 Adj.=0,979

DF=12        Q2=0,912     RSD=1,6226   

1
2

3

4

5
6

7
8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19
20

21

22

23

24

2526
27

MODDE 6.0 - 11-06-2022 20:38:37

NaCl = 0,2 NaCl = 5,1 NaCl = 10

d
a
y
s
 =

 2
d
a
y
s
 =

 1
,5

d
a
y
s
 =

 1

Investigation: bact2 (PLS, comp.=7)

4D Contour of S18



Chapitre III      Résultats et discussion  

82 

 

 

Figure 76 : Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S18. 

Tableau 35 : Analyse de ANOVA de la souche S19. 

S19 DF SS MS F p SD 

Total Corrected 26 6664,9 256,342     16,0107 

Regression 14 6608,11 472,008 99,746 0,000 21,7257 

Residual 12 56,7852 4,7321     2,17534 

N = 27 Q2 = 0,889 Cond. no. = Infinite     

DF = 12 R2 = 0,991 Y-miss = 0     

Comp. = 7 R2 Adj. = 0,982 RSD = 2,1753     

 

 

Figure 77 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S19. 
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Figure 78 : Courbe isoréponse 4D de la souche S19. 

 

 

Figure 79 : Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S20. 
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Figure 80 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO de 

souche S20. 

 

Figure 81 : Courbe isoréponse 4D de la souche S20. 

 

Figure 82 : Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S20. 
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Tableau 37 : Analyse de ANOVA de la souche S21. 

S21 DF SS MS F p SD 

Total Corrected 26 3465,21 133,277     11,5446 

Regression 14 3432,5 245,179 89,9491 0,000 15,6582 

Residual 12 32,709 2,72575     1,65098 

N = 27 Q2 = 0,930 Cond. no. = Infinite     

DF = 12 R2 = 0,991 Y-miss = 0     

Comp. = 7 R2 Adj. = 0,980 RSD = 1,6510     

 

 

Figure 83 : Régression linéaire entre les valeurs prédits et expérimentales de la DO 

de souche S21. 

 

Figure 84 : Courbe isoréponse 4D de la souche S21. 
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Figure 85 : Influence des facteurs de modèle sur la réponse DO de la souche S21. 

Tableau 38 : Tableau récapitulatif des résultats de l’optimisation des paramètres de 

croissance des souches identifiées. 

Espèce pH T NaCl Jours 

H4 : Bacillus Farraginis 7,1 60 0,2 1,2 

I4 : Brevibacillus Brevis 6,1 60 0,2 1,4 

5 : Paenibacillus residui 5,6 60 0,2 1,8 

W6 : Paenibacillus Panacisoli 

 
6,3 60 0,2 1,9 

2 : Bacillus Cereus 6,1 60 0,2 2 

M : Bacillus Pumilus 6,1 60 0,2 2 

W9 : Bacillus licheniformis 6 60 0,2 1 

11 : Bacillus Acidiceler 6 60 0,2 1 

H11 6 60 0,2 1 

A2 : Brevibacillus Brevis 6 60 0,2 1 

H8 :Bacillus sporothermodurans 6 60 0,2 1 

H10 : Bacillus niacini 6 60 0,2 1 

I5 : Lysinibacillus Sphaericus 6 60 0,2 1 

W5 : Bacillus Circulans 6 60 0,2 1 

W13 : Bacillus Pumilus 5,5 60 0,2 1,9 

W12 : Bacillus Circulans 5,5 60 0,2 1,9 

W8 : Brevibacillus Brevis 5,5 60 0,2 1,9 

W7 : Bacillus Niacini 5,5 60 0,2 2 

H14 : Bacillus Firmus 5,5 60 0,2 2 

W1 : Brevibacillus Brevis 6,2 60 0,2 2 

W15 : Brevibacillus Brevis 6,1 60 0,2 2 

 

D’après les résultats obtenus à partir de plan d’expérience, toutes les souches testées 

ont pu se développer dans une température entre 30 et 60°C avec un optimum à 60°C, et a 
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souches ont pu tolère des concentrations de sel jusqu’à 15% (p/v), l’optimum de croissance 

est produit à 0.2% de NaCl (p/v). 

 Une étude sur des bactéries thermophiles formant des endospores appartenant au genre 

Anoxybacillus, Bacillus, Brevibacillus et Geobacillus, isolées à partir de 2 sources 

hydrothermales en Algérie, montre que ces souches étaient modérément thermophiles et 

neutrophiles, avec des plages de croissance entre 30 et 75°c  et une croissance optimale 

entre 50 et 60°c, et a des valeurs de pH 5 a 9 avec une croissance optimales entre pH 6.5 

et 7.5, le totale des souches ont pu croître à 0% (p/v) de Nacl et tolérés des 

concentration compris entre 1et 10% (p/v), avec une croissance optimale a 3% (p/v) 

pour la souche la plus halotolérante  (Gomri et al., 2018).    

 Une autre étude sur 293 souches bactériennes qui ont été isolées d’eau et des sédiments 

des huit sources chaudes terrestres dans le nord-est de l’Algérie,tous les isolats testés 

pour la tolérance à la température ont pu se développer entre 30 et 80°c avec des 

variations entre les souches. Il a été noté que toutes les souches se développent à 55°c 

en 24H à une semaine, parmi eux, 40.2% tolérent 65°c, 10.87% peuvent tolérer 75°c, 

tandis que seulement 5.11% des isolats peuvent se développer à 80°c et 52.8% à 37°c. 

Le sel n’était pas nécessaire pour la croissance, les isolats ont toléré des concentrations 

de sel dans un milieu additionné de 1à 15% de Nacl (p/v). Alors qu’aucune des souches 

n’a pu se développer à 20%.  Le nombre de souches en croissance a diminué à mesure 

que la concentration en sel augmentait. De plus, les valeurs de pH testées variaient de 5 

à 9, presque toutes les souches ont poussé à un pH compris entre 6.5 et 8.5 (Benammar 

et al, 2020). Une Actinomycete thermophile isolé par (Begani et al, 2018)à partir d’un 

échantillon de sol dans la région de Bikaner du désert de Thar au Rajasthan, la 

croissance de la souche D8 observée dans la plage de pH de 5 à 11 avec un optimum à 

pH 7. La souche a bien poussé dans la plage de température de 25 à 55°c avec une 

température optimale de 45°c, et elle a montré une tolérance au sel allant jusqu’à 7.5% 

avec un optimum à 2.5% de Nacl. 

III.6 Modélisation des résultats obtenus le long de ce travail par support vector 

machine (SVM) : 

L’objective de notre travail est de modélisé les données expérimentales obtenu dans la 

première partie. 
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III.6.1 Analyse statistique des données : 

La base de données considérée rapporte le croissance (DO) de 21 Souche dans 4 condition 

opératoire et regroupant en total 655 points expérimentaux. 

Le tableau 39 récapitule les variables dépendantes et indépendantes, leurs plages, unité de 

mesure, et le domaine d’étude. 

Tableau 39 Informations les plus importantes sur les données ajustées dans ce travail. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* positive = 1 

* Négative=2 

 

Données unité min max 

Gram - 0* 1* 

CMC - 0 1 

G, au lait - 0 1 

Tween 20 - 0 1 

G, à l’amidon - 0 1 

G, pectine - 0 1 

G, j, d’œuf - 0 1 

B, nitraté - 0 1 

Mobilité - 0 1 

ONPG - 0 1 

ADH - 0 1 

ODC - 0 1 

CIT - 0 1 

TDA - 0 1 

IND - 0 1 

VP - 0 1 

GLU - 0 1 

MAN - 0 1 

INO - 0 1 

SOR - 0 1 

RHA - 0 1 

SAC - 0 1 

MEL - 0 1 

AMY - 0 1 

ARA - 0 1 

pH - 5 10 

T °C 30 60 

Concentration de NaCl %(p/v) 0,2 15 

Jours jour 1 2 
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III.6.2 Modèle DA-SVMr. 

Des papiers précédents ont traité le couplage des algorithmes d'optimisation basés sur 

l'intelligence en essaim avec des machines d'apprentissage automatique et les résultats étaient 

prometteurs [1,2]. 

Dans cette partie, la base de données obtenue à partir de la partie expérimentale ajustée 

pour développer le modèle SVMr est utilisée, tandis que le modèle proposé est basé sur 

l'algorithme d'apprentissage SVMr associé à l'algorithme de libellule DA pour l'optimisation 

de ses hyper-paramètres. Les étapes menant au développement du modèle optimal DA-SVMr 

hybride sont illustrées dans l'organigramme présenté à (Figure 86). 

 

Figure 86 : Organigramme du processus d'optimisation par DA-SVM. 

Le principe de l'algorithme d'apprentissage de la machine reste le même, cependant, 

l'algorithme DA alimente initialement le SVM avec une combinaison aléatoire d'hyper-

paramètres dans leurs plages préalablement définies. Au cours de cinq itérations, les étapes 

commençant par la division des données et jusqu'au développement du modèle SVMr sont 

répétées et la valeur minimale de RMSE obtenue est sauvegardée comme meilleure valeur.  

Ensuite, l'algorithme de libellule DA génère une nouvelle population d’hyper-paramètres 

pour l’algorithme SVMr et le même ensemble d’étapes est répété afin d’obtenir un nouveau 

meilleur RMSE, et cela se répète pour 100 essais, parmi lesquels le RMSE minimal 

correspond au modèle DA-SVMr optimal résultant. 

Différents critères d’évaluation statistique des modèles sont adoptés dans le présent travail 

afin d’évaluer la capacité prédictive des modèles développés, l’erreur quadratique moyenne 
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(RMSE), l’erreur absolue moyenne (MAE), l’erreur de pourcentage absolu moyen (MAPE), le 

coefficient de corrélation (R), le coefficient de détermination (R
2
) et la coordonnée 

d'interception τ. Les équations mathématiques pour ces paramètres sont : 

𝑅𝑀𝑆𝐸 =  
1

𝑁
  𝛾𝑖

∞𝐸𝑥𝑝 − 𝛾𝑖
∞𝑐𝑎𝑙  

2
𝑁

𝑖=1

 

𝑀𝐴𝐸 =
1

𝑛
   𝛾𝑖

∞𝐸𝑥𝑝 − 𝛾𝑖
∞𝑐𝑎𝑙   

𝑛

𝑖=1

 

𝑀𝐴𝑃𝐸 % =
100

𝑁
  

𝛾𝑖
∞𝐸𝑥𝑝 − 𝛾𝑖

∞𝑐𝑎𝑙

𝛾𝑖
∞𝐸𝑥𝑝  

𝑁

𝑖=1

 

𝑅 =
   𝛾𝑖

∞𝐸𝑥𝑝 − ͞𝛾 𝑒𝑥𝑝  ∗  𝛾𝑖
∞𝑐𝑎𝑙 − 𝛾∞𝑐𝑎𝑙  𝑁

𝑖=1  

    𝛾𝑖
∞𝐸𝑥𝑝

− 𝛾 𝑒𝑥𝑝  
2

𝑁
𝑖=1 ∗   𝛾𝑖

∞𝑐𝑎𝑙 − 𝛾∞𝑐𝑎𝑙  
2
 

 

𝑅2 = 1 −
 (𝛾𝑖

𝑒𝑥𝑝 − 𝛾𝑖
𝑐𝑎𝑙 )2𝑛

𝑖=1

 (𝛾𝑖
𝑒𝑥𝑝 − 𝛾 𝑒𝑥𝑝 )2𝑛

𝑖=1

 

 

Afin d'évaluer la capacité prédictive du modèle SVMr optimisé, le vecteur d'accord de 

validation et le graphique d'accord de validation de la variable de réponse prédite par 

rapport à la variable expérimentale correspondant à l'ensemble de données de validation 

uniquement sont analysés. En utilisant la fonction Matlab "postreg", la régression linéaire 

de la sortie calculée par rapport à la sortie expérimentale est visualisée voire figure01. Le 

tableau 01 représente les paramètres de model optimale. 
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Figure 87 : Corrélation léniaire entre les valeurs calculées et les valeurs 

expérimentales.  

 

Tableau 40 : hyper-paramètres de modèle SVM. 

Noyau C ε γ Quantité de vecteurs de support 

Gaussienne 422.5 0.006 1.0 590 

 

 Interface graphique :  

Une application exécutable a été développée afin de faciliter l’utilisation de modèle 

établie. 
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Figure 88 :Interface graphique (capture d’écran).
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Conclusion 

 

 

Les microorganismes thermophiles possèdent la capacité d’adaptation à des 

environnements chauds tels que les sources hydrothermales.  

Ce travail est une étude d’optimisation des paramètres de croissances, de l’évaluation 

de l’activité enzymatique et antimicrobienne et de la capacité de formation de biofilm des 

souches bactériennes isolées de trois sources hydrothermales en Algérie, (Hammam 

Essalihine dans la région de wilaya de MEDEA, de Hammam K’sana dans la région de 

wilaya de BOUIRA et de Hammam Righa de wilaya de AIN DEFFLA). 

33 souches sont subies une caractérisation phénotypique suivie d’une analyse 

biochimique. Les résultats ont montré que la plupart des souches sont des bacilles Gram 

positif ces dernies présentent 4 genres Bacillus, Brevibacillus, Paenibacillus, et 

Lysinibacillus. 

Ces souches ont fait l'objet d'une évaluation des activités enzymatiques sur sept 

milieux gélosés additionnés de différents substrats : amidon, caséine, 

carboxymethylcellulose, Tween 80, tween 20 et Jaune d’œuf, pour la détermination des 

activités amylolytique, protéolytique, cellulolytique et lipolytique respectivement. Les 

résultats obtenus ont révélé une diversité de l'activité hydrolytique des enzymes 

extracellulaires de ses souches avec la prédominance de l'activité amylolytique avec 29 

souches amylase positif.  

La recherche de l’activité antimicrobiennes montre la présence de cet effet 

contre Staphylococcus aureus, pseudomonas aeruginosa, staphylococcus epidermidis et  

Aspergillus brasiliensis pour quelques souches. Ainsi les méthodes quantitatives et 

qualitatives de l’aptitude de formation de biofilm de ces bactéries ont évalué également la 

capacité de ces derniers à produire du slime.  

L’étude d’optimisation des paramètres de croissance montre que pour la majorité des 

souches la Température 60°c, la concentration de NaCl a (0.2%) et le pH entre 5.5 et 7.1 

sont les meilleures conditions pour une croissance maximale. 

En vue de l'importance des microorganismes thermophiles, notre étude ouvre des 

perspectives diverses : 
- La purification et la caractérisation des activitées enzymatiques les plus 

importantes. 

- Une identification des substances inhibitrices, élargir le spectre d'activité contre 

d'autre souches pathogènes et testé un vivo l'effet de ces souches afin de l'intégrer 

dans le domaine pharmaceutique. 

- Une optimisation supplémentaire d'autre paramètres de croissance pour une 

activité enzymatique et anti microbienne optimale 

- La validation et le développement des modèles qui permettraient d'étudier l'effet 

d'autre facteurs affectant la croissance de ces souches. 



Conclusion 

 

 

Et il nous seraient intéressant à l'avenir d'exploiter d'autre sources hydrothermales en 

Algérie pour l'isolement et l'identification de nouveau microorganismes thermophiles. 

 

Enfin, dans ce travail la modélisation des données expérimentales a permis de 

construire un modèle descriptif de l’évolution de la population bactérienne étudiées. 
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Annexe1 : préparation de  milieux de culture 

THERMUS THERMOPHILUS MEDUIM (TTM) 

Extrait de levure  ....................................................................................................... 4g 

Proteose peptone  ...................................................................................................... 8g 

NaCl .......................................................................................................................... 2g 

L’eau distillé  ............................................................................................................. 1000ml 

Agar  .......................................................................................................................... 28g 

Ajusté pH à 7.0 

Annexe2 : Solutions 

L’eau physiologique 

Chlorure de sodium ................................................................................................... 9g 

Eau distillée  .............................................................................................................. 1000ml 

Hydroxyde de sodium (Na OH) 

Hydroxyde de sodium ............................................................................................... 4g  

Eau distillée  .............................................................................................................. 100ml 

Acide sulfurique (H2SO4 ) 

Acide sulfurique  .......................................................................................................  5,4ml 

Eau distillée ............................................................................................................... 100ml 

Rouge Congo à 0.1%  

Rouge congo .............................................................................................................. 0,1g 

Eau distillée ............................................................................................................... 100ml 

L’eau physiologique (Na cl 1mol) 

Chlorure de sodium ................................................................................................... 22 ,24g 

Eau distillée  .............................................................................................................. 500ml 

Annexe 3 : coloration de Gram  

Réactifs  

Violet de gentiane  

Violet de gentiane ...................................................................................................... 1g  

Alcool éthylique à 95%  ............................................................................................ 10ml  

Phénol ........................................................................................................................ 2g  

Eau distillée ............................................................................................................... 100ml 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sulfure
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sulfure
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sulfure
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Lugol de Gram 

Iodure de potassium  .................................................................................................  1g  

Iode  ........................................................................................................................... 1g  

Eau distillée  .............................................................................................................. 300ml 

Fuschine de ziehl : 

Fuschine .................................................................................................................... 1g  

Alcool éthylique à 95 ................................................................................................ 10ml  

Phénol ajouté à 100ml d’eau distillée........................................................................ 5g 

Préparation du Frottis : 

- Sur une lame de microscope, déposer une goutte d’H2O.  

- A l'aide d'une anse stérilisé (passant sous le bec benzène), toucher une colonie pour prélever des 

bactéries.  

- Déposer ce prélèvement au milieu de lame, puis passer la lame dans la petite flamme du bec 

bunsen pour fixer à la chaleur.  

- Déposer quelques gouttes de solution de violer de gentiane (cristal violer) sur le frottis fixé.  

- Laisser agir 1 min, puis rincer à l'eau.  

- Déposer quelques gouttes de lugol (un mordant qui permet de fixer le violet dans les bactéries) 

sur le frottis, Laisser agir 1 min et rincer brièvement à l'H2O.  

- Verser goutte à goutte l'alcool sur la lame inclinée obliquement. Surveiller la décoloration (5 à 10 

s). Rincer avec l'eau. L'alcool pénètre dans la bactérie. La coloration au violet de Gentiane 

disparait. Les bactéries décolorées sont des bactéries Gram-. Si l'alcool ne traverse pas la paroi, 

on est en présence de bactéries Gram+.  

- Contre-colorer en déposant la solution de safranine (rose) pendant 1 min. Ce colorant permet de 

visualiser les bactéries Gram- décolorées à l'étape précédente. Cette coloration moins forte que le 

violet n'affecte pas la couleur des Gram+.  

- Laisser sécher à l'air.  

- Observer au microscope (grossissement 40x puis grossissement 100x avec une goutte d'huile à 

immersion).  

Annexe 4 : Test de Catalase  

Technique  

- Déposer sur une lame une goutte d’eau oxygénée (peroxyde d’hydrogène) à l’aide d’une 

pipette Pasteur.  

- Prélever une colonie à l’aide de l’anse.  

- Dissocier la colonie dans la goutte.  
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- Observer immédiatement.  

 

Lecture  

Catalase positive : dégagement immédiat de bulles de gaz.  

Catalase négative : absence de dégagement de bulles de gaz. 

 

Annexe 5 : Test d'oxydase  

Technique  

- Placer un disque non imprégné sur une lame à l’aide d’une pince flambée.  

- Déposer une goutte de réactif sur le disque non imprégné.  

- Avec une pipette Pasteur prélever une colonie et la déposer doucement sur le disque.  

Lecture  

Oxydase positive : virage de couleur rose-rouge.  

Oxydase négative : absence de couleur.  

 

Annexe 6 : Tableau de Lecture et l'identification 

Tests Regroupementsacti

ves 

Réactions / 

Enzymes 

Résultats 

Négative Positive 

ONP

G 

Ortho-nitro-

phényle-B-D- 

Galactopyranosid

e 
 

Béta-galactosidase 

 

Incolore 

 

Jaune 

 

ADH Arginine Arginine 

déshydrolase 

 

Jaune 

 

Rouge 

LDC Lysine 

 

Lysine 

décarboxylase 

 

Jaune Orange 

ODC Ornithine  Orthinedécarboxyl Jaune Orange /rou
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ase  ge 

CIT Sodium citrate  Utilisation de 

citrate  

Vert Blue vert / 

Orange 

H2S Thiosulfate de 

sodium  

Production de H2S  Incolore Noire 

URE Urée  Uréase Jaune Rouge/orang

e  

TDA Tryptophane  Tryptophane  Jaune Marron 

IND Tryptophane Production 

d’indole  

Incolore rose 

VP Pyruvate de sodium  Production 

d’acétoine  

VP1+VP

2 

 

Incolore Rose/Rouge 

GEL Gélatine 

emprisonnant de 

charbon  

Gélatinase  Pas de 

diffusion 

de 

pigment  

Diffusion de 

pigment noir  

GLU Glucose Glucose 

Fermentation 

/oxydation 

Bleu 

vert/Ble

u 

Jaune 

MAN Mannitol Fermentation 

/oxydation 

Bleu 

/bleu 

vert 

Jaune 

INO Inositol  Fermentation 

/oxydation  

Bleu 

/bleu 

vert 

Jaune 

SOR Sorbitol Fermentation 

/oxydation  

Bleu 

/bleu 

Jaune 
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vert 

RHA Rhamnose  
 

Fermentation 

/oxydation  

Bleu 

/bleu 

vert 

Jaune 

SAC Sucrose  
 

Fermentation 

/oxydation  

Bleu 

/bleu 

vert 

Jaune 

MEL Mlebiose 
 

Fermentation 

/oxydation  

Bleu 

/bleu 

vert 

Jaune 

AMY Amygdaline  
 

Fermentation 

/oxydation  

Bleu 

/bleu 

vert 

Jaune 

ARA Arabinose  
 

Fermentation 

/oxydation  

Bleu 

/bleu 

vert 

Jaune 

 

Réaction de nétrate : 

Couleur 

Regroupement actif TEST Jaune Rouge 

NO 3-NO2 Production de NO2 

réduction au stade 

N2. 

NIT1+NIT2      2 ,3min 
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Figure : Galerie API 20E(Photos 

personnelles). 
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Annexe 7 : Milieux pour les tests enzymatiques 

Gélose à l’amidon 

TTM .......................................................................................................................... l00 ml 

Amidon ...................................................................................................................... 01 g 

Gélose au lait 

Poudre de lait  ............................................................................................................ 05 g 

Eau distillée ............................................................................................................... 50 ml 

Agar ........................................................................................................................... 02 g 

Stériliser à l’autoclave 15min à 115 °C. 

Milieu CMC 

CMC ..........................................................................................................................  20g 

Extrait de levure ........................................................................................................ 5g 

Agar ........................................................................................................................... 15g 

Eau distillé ................................................................................................................. 1000ml 

pH=5 

Milieu de base contenant 1% (v/v) de ou de Tween 80 

TTM .......................................................................................................................... 100ml 

Tween 80 ................................................................................................................... 1ml 

Milieu de base contenant 1% (v/v) de ou de Tween 20 

TTM .......................................................................................................................... 100ml 

Tween 20 ................................................................................................................... 1ml 

Milieu pour la recherche de la lécithinase (Egg-yolk agar) 

Milieu TTM ............................................................................................................... 90ml 

Emulsion de Jaune d’œuf .......................................................................................... 10ml 

Milieu Pectine 

Na Cl ......................................................................................................................... 0.1g 

CaCl2* 2H2O ............................................................................................................ 0.04g 

MgSO4 * 7H20 ......................................................................................................... 0.05g 

Pectine ....................................................................................................................... 1g 

Extrait de levure ........................................................................................................ 0.2g 

Peptone ...................................................................................................................... 0.4g 

Agar ........................................................................................................................... 3g 



Annexe 

 

Eau distillée ............................................................................................................... 100ml 

Milieu Rouge Congo 

Le bouillon cœur cerval ............................................................................................. 37 

g/Lsaccharose  ........................................................................................................... 50g/L 

agar ............................................................................................................................ 10 g/L         

Rouge Congo ............................................................................................................. 0,8 g/L 

 

  



Annexe 

 

Résulta de l’activités enzymatiques 

 

  

Figure : les résultats de lait écrémé (Photos personnelles). 

 

Figure : les résultats de l’amidon (Photos personnelles). 

Figure : les résultats de T20 et T80 (Photos personnelles). 
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Figure : les résultat pectine 

Figure : les résultats de jaune d’œuf. 

Figure : les résultats de CMC. 
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Annexe 8 :  

Tableau : les résultats d’essai. 

p

H 

T NaC

l 

Day

s 

S1 s2 s3 S4 S5 S6 S7 s8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 S17 S18 S19 S20 S21 

5 3

0 

5 1 20,

1 

19,

1 

23,

1 

22,

1 

24,

1 

26,

1 

3,0 13,

1 

6,2 8,6 10,

2 

10,

3 

9,5 14,2 16,5 27,

1 

8,4 4,9 5,9 9,3 6,5 

10 3

0 

5 1 19,

1 

18,

1 

19,

1 

21,

9 

23,

1 

24,

1 

2,1 10,

3 

4,5 4,2 8,2 5,5 8,2 12,2 14,5 25,

8 

6,1 3,6 4,3 6,8 4,7 

5 6

0 

5 1 24,

7 

27,

3 

32,

4 

40,

1 

38,

6 

46,

9 

18,

0 

37,

1 

32,

2 

36,

8 

38,

5 

38,

5 

36,

5 

43,5 40,8 33,

4 

43,

5 

25,

4 

30,

6 

48,3 33,

8 

10 6

0 

5 1 25,

2 

24,

8 

27,

3 

35,

6 

35,

6 

45,

0 

16,

3 

28,

1 

28,

2 

33,

5 

36,

8 

35,

3 

30,

2 

35,2 36,2 34,

1 

38,

1 

22,

3 

26,

8 

42,3 29,

6 

5 4

5 

0,2 1 21,

2 

25,

9 

30,

2 

32,

3 

32,

1 

30,

6 

14,

5 

22,

0 

20,

2 

26,

9 

25,

8 

28,

5 

18,

2 

19,2 22,2 28,

6 

27,

3 

16,

0 

19,

2 

30,3 21,

2 

10 4

5 

0,2 1 20,

7 

21,

8 

24,

4 

28,

7 

28,

9 

28,

8 

12,

8 

18,

5 

18,

7 

23,

5 

20,

5 

26,

5 

16,

2 

17,2 18,2 28,

0 

25,

2 

14,

7 

17,

7 

28,0 19,

6 

5 4

5 

10 1 20,

1 

20,

2 

20,

1 

30,

1 

22,

1 

23,

1 

13,

1 

19,

2 

16,

0 

20,

3 

22,

6 

22,

0 

15,

2 

16,5 17,5 27,

1 

21,

6 

12,

6 

15,

2 

24,0 16,

8 

10 4

5 

10 1 18,

1 

19,

1 

18,

1 

26,

1 

22,

1 

22,

1 

11,

1 

17,

5 

15,

0 

18,

0 

18,

3 

20,

2 

14,

9 

15,9 16,0 24,

4 

20,

3 

11,

9 

14,

3 

22,5 15,

8 

7 3

0 

0,2 1 21,

8 

24,

6 

24,

5 

27,

2 

25,

3 

24,

6 

6,0 15,

0 

10,

3 

15,

6 

15,

2 

15,

2 

14,

5 

15,2 14,5 29,

4 

13,

9 

8,1 9,8 15,5 10,

8 

7 6 0,2 1 26, 32, 33, 45, 42, 49, 20, 42, 36, 42, 40, 45, 39, 49,2 45,2 35, 49, 28, 34, 54,4 38,
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0 0 4 1 0 7 5 0 8 3 5 2 2 5 2 0 7 5 1 

7 3

0 

10 1 20,

3 

20,

0 

17,

1 

20,

1 

22,

1 

22,

3 

4,0 10,

0 

8,5 10,

2 

12,

5 

12,

3 

12,

3 

13,2 12,2 27,

4 

11,

5 

6,7 8,1 12,8 8,9 

7 6

0 

10 1 24,

0 

28,

7 

28,

7 

38,

7 

35,

4 

40,

1 

14,

5 

30,

2 

28,

5 

36,

2 

35,

2 

30,

6 

35,

2 

42,1 38,5 32,

3 

38,

4 

22,

5 

27,

0 

42,7 29,

9 

5 3

0 

5 2 19,

1 

18,

1 

24,

3 

39,

8 

24,

6 

23,

5 

0,6 2,6 0,6 16,

3 

9,4 11,

1 

10,

5 

29,8 41,3 57,

0 

15,

1 

7,8 11,

2 

17,3 7,8 

10 3

0 

5 2 18,

1 

17,

2 

20,

1 

39,

4 

23,

6 

21,

7 

0,4 2,1 0,5 8,0 7,5 5,9 9,0 25,6 36,3 54,

2 

10,

9 

5,7 8,1 12,6 5,7 

5 6

0 

5 2 23,

5 

25,

9 

34,

1 

72,

1 

39,

4 

42,

2 

3,6 7,4 3,2 69,

9 

35,

4 

41,

6 

40,

2 

91,4 102,

0 

70,

1 

78,

2 

40,

7 

58,

1 

89,8 40,

6 

10 6

0 

5 2 24,

0 

23,

5 

28,

7 

64,

0 

36,

3 

40,

5 

3,3 5,6 2,8 63,

7 

33,

9 

38,

1 

33,

2 

73,9 90,5 71,

5 

68,

5 

35,

6 

50,

9 

78,7 35,

5 

5 4

5 

0,2 2 20,

1 

24,

6 

31,

7 

58,

1 

32,

7 

27,

5 

2,9 4,4 2,0 51,

1 

23,

7 

30,

8 

20,

0 

40,3 55,5 60,

0 

49,

1 

25,

5 

36,

5 

56,4 25,

5 

10 4

5 

0,2 2 19,

7 

20,

7 

25,

6 

51,

6 

29,

5 

26,

0 

2,6 3,7 1,9 44,

7 

18,

9 

28,

6 

17,

8 

36,1 45,5 58,

7 

45,

3 

23,

6 

33,

7 

52,0 23,

5 

5 4

5 

10 2 19,

1 

19,

2 

21,

1 

54,

2 

22,

5 

20,

8 

2,6 3,8 1,6 38,

6 

20,

8 

23,

8 

16,

7 

34,7 43,8 56,

9 

38,

9 

20,

2 

28,

9 

44,6 20,

2 

10 4

5 

10 2 17,

2 

18,

1 

19,

0 

47,

0 

22,

6 

19,

9 

2,2 3,5 1,5 34,

2 

16,

8 

21,

8 

16,

4 

33,4 40,0 51,

3 

36,

5 

19,

0 

27,

1 

41,9 18,

9 

7 3

0 

0,2 2 20,

7 

23,

3 

25,

8 

49,

0 

25,

8 

22,

1 

1,2 3,0 1,0 29,

6 

14,

0 

16,

4 

16,

0 

31,9 36,3 61,

8 

25,

0 

13,

0 

18,

6 

28,7 13,

0 



Annexe 
 

 

7 6

0 

0,2 2 24,

7 

30,

8 

34,

8 

81,

0 

43,

6 

44,

5 

4,0 8,6 3,6 80,

8 

37,

0 

48,

8 

43,

5 

103,

3 

113,

0 

73,

8 

88,

1 

45,

8 

65,

5 

101,

2 

45,

7 

7 3

0 

10 2 19,

3 

19,

0 

18,

0 

36,

2 

22,

5 

20,

0 

0,8 2,0 0,9 19,

4 

11,

5 

13,

3 

13,

5 

27,7 30,5 57,

5 

20,

7 

10,

7 

15,

3 

23,7 10,

7 

7 6

0 

10 2 22,

8 

27,

2 

30,

1 

69,

6 

36,

1 

36,

1 

2,9 6,0 2,8 68,

8 

32,

4 

33,

0 

38,

7 

88,4 96,3 67,

9 

69,

2 

36,

0 

51,

4 

79,4 35,

9 

7 4

5 

5 1 24,

0 

23,

3 

25,

7 

35,

4 

26,

1 

28,

1 

11,

1 

19,

2 

25,

9 

20,

8 

20,

5 

25,

5 

16,

2 

17,1 19,1 32,

4 

35,

0 

21,

5 

25,

6 

39,9 27,

1 

7 4

5 

5 1 22,

4 

24,

5 

24,

9 

32,

3 

28,

0 

29,

5 

10,

1 

18,

1 

25,

5 

21,

2 

21,

0 

24,

5 

17,

0 

18,2 18,2 30,

2 

35,

4 

20,

8 

24,

9 

38,2 26,

3 

7 4

5 

5 1 23,

0 

24,

0 

23,

8 

33,

4 

27,

2 

27,

3 

12,

0 

20,

0 

25,

2 

20,

0 

20,

0 

24,

1 

17,

9 

19,5 17,4 31,

1 

34,

0 

19,

9 

23,

9 

37,8 25,

2 
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Tableau III.1.11 Coefficients de modèles. 

S1 Coeff. S1 Coeff. S2 Coeff. S3 Coeff. S4 Coeff. S5 Coeff. S6 Coeff. S7 Coeff. S8 Coeff. S9 Coeff. S10 

Constant 1,247 -3,440 34,095 199,604 41,921 23,791 -

101,703 

-

154,899 

-

221,525 

159,964 

pH 3,857 5,517 2,191 8,601 1,417 1,344 0,156 1,153 7,846 9,191 

T -0,233 -0,187 -0,369 -0,289 -0,933 -1,782 1,249 0,415 2,192 -0,040 

NaC 0,760 -1,006 -1,116 0,106 -0,681 0,675 -0,801 -1,667 0,871 -0,870 

day 13,346 16,500 -

14,601 

-

318,931 

-7,809 40,020 124,357 240,887 240,182 -

295,817 

pH*pH -0,288 -0,386 -0,178 -0,593 -0,092 -0,077 -0,032 -0,082 -0,646 -0,546 

T*T 0,004 0,006 0,008 0,005 0,018 0,031 -0,004 0,013 -0,009 0,007 

NaC*NaC -0,057 0,031 -0,013 0,031 -0,012 -0,088 0,037 0,054 -0,072 0,129 

day*day -4,646 -5,236 5,504 108,485 3,127 -

13,397 

-40,244 -78,736 -77,733 95,750 

pH*T 0,007 -0,012 -0,010 -0,003 -0,018 -0,017 -0,007 -0,026 0,021 -0,041 

pH*NaC -0,023 0,045 0,078 0,001 0,070 0,038 0,029 0,081 -0,056 0,085 



Annexe 
 

 

pH*day 0,034 -0,051 -0,102 -0,287 -0,055 0,053 0,294 0,390 0,661 -0,519 

T*NaC -0,004 0,001 0,003 -0,013 -0,006 -0,017 -0,007 -0,009 -0,014 -0,026 

T*day -0,015 -0,031 0,018 0,478 -0,005 -0,078 -0,352 -0,600 -0,693 0,802 

NaC*day -0,006 -0,037 -0,148 -0,364 -0,050 0,066 0,224 0,395 0,419 -0,483 
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Coeff. 

S11 

Coeff. 

S12 

Coeff. 

S13 

Coeff. 

S14 

Coeff. 

S15 

Coeff. 

S16 

Coeff. 

S17 

Coeff. 

S18 

Coeff. 

S19 

Coeff. 

S20 

Coeff. 

S21 

-

21,852 

-

20,885 
32,450 300,767 402,581 292,956 93,787 25,508 80,381 120,007 

-

30,304 

3,560 4,947 6,939 12,993 7,900 6,701 16,978 9,799 12,456 19,064 10,855 

0,048 1,430 -1,620 -5,294 -5,343 -1,430 1,029 0,784 0,684 1,059 1,232 

-0,585 -0,280 -0,517 1,259 2,066 1,588 3,186 1,827 2,406 3,602 1,728 

21,780 
-

31,443 

-

29,853 

-

373,631 

-

503,257 

-

411,415 

-

280,662 

-

122,336 

-

222,334 

-

335,612 

-

52,747 

-0,205 -0,355 -0,399 -0,698 -0,365 -0,517 -1,170 -0,689 -0,855 -1,307 -0,780 

0,013 -0,004 0,030 0,065 0,060 0,013 -0,007 -0,005 -0,006 -0,008 -0,006 

0,061 0,028 0,065 0,025 -0,041 -0,067 -0,080 -0,053 -0,060 -0,087 -0,056 

-7,265 10,268 9,624 120,476 163,828 144,875 88,701 38,458 70,340 106,170 16,064 

-0,028 -0,012 -0,038 -0,061 -0,048 0,030 0,007 0,007 0,006 0,007 0,008 

0,051 0,041 0,051 0,042 0,036 -0,099 -0,079 -0,051 -0,059 -0,087 -0,051 

0,094 0,080 -0,089 -0,811 -0,935 -0,101 -0,307 -0,091 -0,261 -0,389 0,079 

-0,021 -0,021 -0,020 -0,036 -0,037 -0,005 -0,042 -0,023 -0,030 -0,047 -0,026 

-0,063 0,059 0,077 1,049 1,298 0,242 0,869 0,385 0,687 1,036 0,179 

0,111 -0,063 0,056 -0,460 -0,674 -0,234 -0,510 -0,227 -0,405 -0,608 -0,097 
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Annexe 9 : Appareillage. 

 

 

  

PH mètre. Distillateur 

Vortex Microscope Bec Bunsen 

Agitateur Balance Lecteur ELISA 
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Hot microbiologique Incubateur Autoclave (stérilisateur) 

Etuve Bain mari 

Réfrigérateur Micropipette 
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Préparation de suspension 

Pour l’optimisation. 

 

pp 

 

Spectrophotomètre UV visible 

SP-3000nano. 
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