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Introduction générale

Les microorganismes sont omnipréesents et habitent tout environnement pouvant leur offrir
des conditions idéales pour leur croissance et leur reproduction et ne cessent d’occuper une
place de plus en plus importante dans notre vie, toute en prenant compte de leur contribution
significative dans les divers domaines industriels et dans I’évolution de la biotechnologie.

Compte tenu du degré d’adaptabilité des microorganismes, ces derniers peuvent se trouver
méme dans des environnements extrémes tels que les sources thermales, la glace, sources
hydrothermales sous-marines et les marais salants, en développant de différentes stratégies
moléculaires afin de survivre dans des conditions hostiles a la vie (Schlegel et Jannasch, 2006).
Ce qui a permis au monde scientifique d’étudier un tout nouveau groupe de microorganismes
fascinants sous 1’appellation « microorganismes extrémophiles ». En effet, les scientifiques ont
été tres intéressés a en apprendre davantage sur les caractéristiques et les différents mécanismes
permettant la survie de ces microorganismes dans de tels milieux extrémes (Quérellou et
Guézennec, 2010).

Parmi les microorganismes extrémophiles, on en distingue les thermophiles se développant
a de hautes températures, regroupant deux groupes majeurs, dont les thermophiles (>60°C) et
les hyperthermophiles (>80°C) (Madigan et Martinko, 2007). Ces derniers sont présents dans
les environnements volcaniques, les sources thermales, les fumerolles, les geysers et méme les
évents hydrothermaux. On les trouve également dans les environnements chauds artificiels.
L’étude de ces microorganismes est devenue un domaine de recherche majeure et fascinant
pour les microbiologistes et les biochimistes. En effet, 1’utilisation de ces microorganismes et
de leurs métabolites et enzymes qu’ils sécrétent ont un large éventail d’exploitation dans de
nombreuses applications industrielles, agricoles et médicinales et offrent des solutions
potentielles aux dommages environnementaux et a la demande de biocarburants (Aanniz et al.,
2015; Urbieta et al., 2015).

Les enzymes des microorganismes thermophiles appelées également « thermoenzymes »,
sont thermostables et résistantes. Elles ont la capacité de catalyser des réactions a de hautes
températures tout en conservant leurs propriétés et activités enzymatiques. Ce qui favorise leur
sélection dans les procédés industriels par rapport aux enzymes mésophiles qui autrement leurs
fonctions seraient limitées ou altérées. Les propriétés de thermostabilité des thermoenzymes
ont suscité 1’intérét de divers secteurs industriels, tels que les industries alimentaires, chimiques,
pharmaceutiques, du papier, de la pate a papier, des détergents, du traitement des déchets et le
secteur de la synthese organique (Aanniz et al., 2015).

L’ Algérie est un pays riche par sa diversité géologique et écologique et compte 280 sources
thermales dont certaines sont exploitées pour leurs bienfaits notamment thérapeutiques [1]. Ces
écosystemes se présentent comme des champs d’investigations privilégiés pour la recherche de
nouvelles souches productrices de biomolécules, essentiellement des enzymes. Plusieurs
chercheurs souhaitent les explorer de maniére intensive afin d'isoler de nhombreuses enzymes
thermostables. Des recherches sont en cours pour déterminer leur potentiel a produire plusieurs
nouveaux produits importants sur le plan biotechnologique (Nshimiyimana et al., 2018).

Dans la présente étude, nous allons mettre I’accent sur les microorganismes thermophiles
notamment sur leurs enzymes thermostables, en passant en revue les écosystemes chauds, en
particulier, les sources thermales dans le monde et en Algérie. L’attention sera mise également
sur la phylogénie, physiologie, mécanismes d’adaptations et applications biotechnologiques des
microorganismes thermophiles.
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1. Biotopes chauds

Les biotopes chauds sont des environnements dans lesquels vivent les thermophiles. Ils sont
géneralement d’origine naturelle associés a des zones tectoniques actives mais peuvent aussi
avoir une origine artificielle.

1.1 Biotopes naturels
1.1.1 Biotopes terrestres

Dans les biotopes terrestres, lorsque I’eau surchauffée approche de la surface, la pression
baisse et I’eau est projetée comme des jets ou bulles d’eau chaude connus sous le nom de
geysers (Ferrera et Reysenbach, 2007).

La nature de I’eau va dépendre des roches traversées et elle est généralement associée a une
activité volcanique, la température de I’eau in situ sera en fonction de la profondeur. Les geysers
correspondent a 1’émission d’un fluide trés minéralis€, qui a traversé profondément la crotte
terrestre et qui ressort a 100°C et a des pH acides ou basiques a la surface de la terre, c’est le
cas des sources chaudes localisées en Islande, en Algérie ou encore dans le Parc national de
Yellowstone (Figure 1) (Grégoire et al., 2009).

Certaines sources chaudes présentent des variations de températures, alors que d’autres sont
tres stables, avec des écarts de 1 ou 2 °C au maximum, sur plusieurs années. De plus, des sources
différentes peuvent avoir des compositions chimiques et des pH tres variés. Quel que soit leur
composition, ces sources contiennent généralement suffisamment d’éléments nutritifs pour
permettre le développement de populations microbiennes, souvent abondantes, de
chimioorganotrophes et chimiolithotrophes hyperthermophiles (Madigan et Martinko, 2007).

1.1.2 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 ultramafiques) en fusion, pouvant atteindre des températures
trés élevées (jusqu’a 400 °C) puis, par d’autres fissures, remonte en surface. Ce fluide
hydrothermal est riche en composés réduits tels que H2S, CHas, NH4" ainsi qu’en éléments
métalliques tels que Mn?*, Fe?*, Li*, Cd?*, Cu?* et Zn?*. Le mélange de ce fluide avec ’eau de
mer froide (2°C) provoque la précipitation de divers sulfures métalliques et de sulfate de
calcium anhydre, origine des « fumeurs » et « diffuseurs », qui constituent progressivement les
cheminées hydrothermales. C’est dans cette zone de mélange turbulant, entre le fluide
hydrothermal toxique surchauffé et I’cau de mer oxygénée et froide, que se développe la vie
hydrothermale (Minic et al., 2006). La figure 1 présente quelques exemples de biotopes naturels
chauds.



Figure 1: Exemples de biotopes naturels chauds. A. Source d’eau chaude, Beppu, a la mer
“Hell”, Japon [2], B. Fumeur noir dans 1’océan Atlantique [3], C. Source d’eau chaude, parc de
Yellowstone [4], Etats-Unis, D. Geyser, Islande [5].

1.2 Biotopes artificiels thermiques

Les thermophiles habitent également les systemes thermiques artificiels tels que les circuits
d’alimentation et les réservoirs d’eau chaude, les centrales nucléaires, les usines géothermiques,
les puits et forages de pétrole, le compost et les bioréacteurs.

2. Sources thermales

Les sources thermales sont des environnements naturels présents partout dans le monde et
leur utilisation représente une ressource socio-économique ayant un impact sur les applications
médicales et de bien-étre de sanus per agquam (SPA). Des équilibres physico-chimiques et
microbiologiques caractérisent ces niches écologiques et leurs connaissances sont essentielles
pour définir les propriétés de 1’eau et soutenir une gestion appropriée (Valeriani et al., 2018).

2.1 Définition

Les sources chaudes sont des émissions d'eau chaude et de vapeur d'eau. Leur origine vient
de la profondeur. Lorsqu'elles atteignent la surface, elles se refroidissent et se condensent, ce
qui donne une eau tres chaude. Dans certains cas, la vapeur dérivée du magma rencontre
I'aquifére souterrain sur son chemin de montée et convertit son eau en eau chaude (José-Miguel
et al., 1989).



Schoeller (1962) considére que les eaux thermales sont des eaux dont la température a
I’émergence est supérieure a la température annuelle de I’air, plus 5°C au lieu de I’émergence.
Selon la température, les eaux sont froides (inférieures & 20°C), hypothermales (21 a 35°C),
mésothermales (35 a 45°C) ou hyperthermales (supérieures a 45°C).

Les sources thermales les plus connues et bien étudiées sont situées en Amérique du Nord
(Parc national de Yellowstone), en Islande, a la Nouvelle-Zélande, au Japon, en Italie et a I'ex-
Union soviétique (Lund et John, 2007). Dans la figure 2, sont citées quelques sources thermales
dans le monde.

AT

Figure 2: Exemples de sources thermales dans le monde. A. Cascades d’eau chaude de
Hammam Meskhoutine de Guelma (Hammam D’bagh) en Algérie [6], B. Sources thermales et
thérapeutiques naturelles en Gréce [7], C. Les eaux thermales de Saturnia en lItalie [8], D.
Sources thermales en Islande [9].



Le territoire algérien est aussi riche, il existe 280 sources thermales d’aprés une étude
d’actualisation effectuée en 2015 [1], dont le nombre croit régulierement en s’approchant vers
le Nord-Est. En effet, les températures mesurées a 1’émergence varient de 19°C a Ben Haroun
a 98°C a Hammam Meskhoutine (Ouali, 2008).

En Algérie, trois zones geothermiques ont été délimitées selon certaines considérations
géologiques et thermiques: (1) les dolomies tlemcéniennes dans la partie Nord-Ouest de
I'Algérie, (2) les formations carbonatées dans la partie Nord-Est de I'Algérie et (3) le réservoir
de gres de I'Albian au Sahara (Sud de I'Algérie). Les températures les plus élevées enregistrées
ont été de 68°C pour la zone Ouest (Hammam Bouhnifia), 80°C pour la zone centrale
(Hammam EI Biban) et 98°C pour la zone Est (Hammam D’bagh). Au sud, les sources
thermales ont une température moyenne de 50°C. La zone Nord-Est du pays, couvrant une
superficie de 15 000 km?, reste potentiellement la zone géothermique la plus intéressante (Saibi,
2009).

Les sources thermales les plus minéralisées sont en relation directe avec les sédiments
gypso-salins du Trias, si répandu en Algérie, ce cas est rencontré a titre d’exemple & Hammam
Melouane 29,42 g/L, Hammam EIl Biban 15g/L, Hammam Salhine 9 g/L (Ouali, 2008).

Les eaux thermales sont actuellement utilisées en balnéologie et dans quelques utilisations
directes expérimentales (serres) a OQuargla et Touggourt (Nord-Est du Sahara
algérien). Récemment, certaines fermes piscicoles ont commencé a Ghardaia et Ouargla en
utilisant les eaux chaudes de l'aquifere Albien (Sud de I'Algérie) pour produire du poisson
Tilapia. Le Nord-Ouest de I'Algérie bénéficie d'une pompe a chaleur géothermique pour le
chauffage et le refroidissement des locaux en utilisant une eau thermale de 46°C avec un débit
de 25 m¥h (Saibi, 2009).

2.2 Composition des eaux thermales

Les éléments les plus retrouvés dans une eau thermo-minérale sont:
> Des gaz: Oxygene, Azote, Dioxyde de carbone et Hydrogéne sulfuré.
> Des sels minéraux: Chlorures, Sulfates, Calcium, Magnésium, Sodium, Potassium.

> Des oligo-éléments: Cuivre, Zinc, Arsenic, Bore, Brome, Fer, Manganese. . .etc.

2.3 Classification des eaux thermales

Selon la température a laquelle se trouve 1’eau souterraine, différents types de minéraux
seront dissous; raison pour laquelle, une classification des différents types d’eaux thermales
doit étre faite en fonction de leur température, des origines géologiques, de la composition
chimique et de la composition minérale.



Tableau I: Classification des eaux thermales [10].

Origine géologique Composition minérale

Bicarbonatées

Eaux de basse minéralisation, alcalines et froides. Elles peuvent
s’associer a la composition d’un autre type de minéraux qui vont
varier leurs actions. Les plus communes sont: sodiques, calcigues,
mixtes, sulfatées et chlorurées.

Eaux magmatiques

Eaux dont I’origine est a caractere
éruptif et le debit constant en
composition et température.

Ferrugineuses
Eaux qui contiennent une forte teneur en fer, bien qu’elles soient
accompagnées généralement de bicarbonates ou de sulfates.

Sulfureuses
Eaux hyperthermales, dont le pH est de 6.5 et minéralisation
moyenne sulfatée-sulfureuse.

Eaux telluriques

Leur débit varie suivant 1’époque
de I’année puisqu’il provient de
I’infiltration des pluies. Sulfatées

Ces eaux se caracterisent par leurs températures et minéralisation
qui sont variables. Elles peuvent étre classées comme : Sodiques

et magnésiques.

Sulfurées

Eaux dont lesquelles prédomine le soufre, ce qui donne un parfum
caractéristique des ceufs putréfiés. Dans leur composition elles
peuvent étre accompagnées de sodium ou de calcium.




2.4 Effets thérapeutiques des eaux thermales

L’utilisation thérapeutique des propriétés de certaines eaux minérales naturelles pour guérir
ou soulager des personnes souffrantes de pathologies diverses est nommée le thermalisme. La
composition ionique d’une eau minérale ou thermale est d’une trés grande importance puisque
c’est la richesse de celle-ci ou de sa pauvreté en anions et cations qui déterminent 1’effet
thérapeutique de cette eau au cours d’une cure.

» [Eaux bicarbonatées

Leur utilisation se fait par ingestion, en agissant sur le métabolisme de sorte qu’elles
alcalisent le pH gastrique si elles sont prises a jeun, en diminuant I’acidité et en aidant le
processus digestif. Elles stimulent aussi la sécrétion pancréatique et ont des fonctions
diurétiques [11].

e Bicarbonatées sodiques: Indiquées dans les affections gastriques comme
I’hypermotilité intestinale, les ulceres duodénaux, les diarrhées et affections
hépatiques et rénales.

e Bicarbonatées calciques: Elles améliorent la digestion.
e Bicarbonatées mixtes: Elles améliorent la digestion.

e Bicarbonatées sulfatées: Indiquées dans des empoisonnements hépatiques et
en cas de constipation.

e Bicarbonatées chlorurées: Indiquées dans les affections rhumatisantes.

Leur application peut se faire par voie orale, en provoquant de la stimulation gastrique et
du péristaltisme intestinal, ou par voie externe, indiquées dans des cas d’effort par leur
important effet sédatif, diminution de I’hypertonie musculaire, augmentation du flux sanguin et
comme effet analgésique et anti-inflammatoire [10].

Ces eaux sont aussi indiquées pour les affections de 1’appareil locomoteur, telles que les
contractures musculaires. Leur application se fait au moyen de douches, de jets, bains et piscine.
Indépendamment des indications précédentes, cette application va augmenter les défenses de la
peau et les muqueuses. Elles sont aussi utilisées par le biais d’inhalations et d’étuves. Ce type
d’eaux est stimulant pour les fonctions organiques, endocriniennes et métaboliques [12].

» Eaux ferrugineuses

Elles sont indiquées dans des cas d’anémies, anémie sidéropénique et d’autres types
d’anémies, puisque ce type d’eau est considéré comme reconstituant. Les eaux ferrugineuses
sont indiquées en cas d’obésité, de rhumatismes, d’affections hépatiques, biliaires et pour
certaines affections dermatologiques, ainsi que pour des bouleversements du développement
infantile [12].



> Eaux sulfureuses

Elles se trouvent dans des sols boueux et sont indiquées pour les affections des articulations,
comme processus pour lutter contre les rhumatismes et les douleurs postopératoires de
I’appareil locomoteur, anémies, neuropathies, dermatoses prurigineuses, inflammations
allergiques et affections respiratoires comme I’asthme. Les eaux sulfureuses sont contre-
indiquées dans des cas d’hypertension et hémoptysie [10].

> [Eaux sulfatées

Elles sont également indiquées pour lutter contre les affections dermatologiques, prurits et
méme dans quelques cas d’empoisonnements médicamenteux ou alimentaires [13].

e Sulfatées calciques
Ces eaux sont indiquées dans des affections gastriques, intestinales, hépatoptoses et biliaires
en produisant une importante action diurétique et I’élimination de I’acide urique.
e Sulfatées chlorurées

Ces eaux sont indiquées dans des affections digestives, de la gastrite, en cas de constipation
et aussi dans des cas d’insuffisance hépatique. La technique d’application de ce type d’eau se
fait principalement par ingestion. La wilaya de Guelma posséde d'importantes sources
thermales qui attirent quotidiennement des milliers de curistes (Figure 3) [10; 13].

Figure 3: Cascades thermales de Hammam D’bagh (Meskhoutine) 2 Guelma (Algérie)
(Kaki, 2016).



> Eaux sulfurées

Leur administration est encore effectuée au moyen d’ingestion mais d’autres types
d’applications sont également possibles. Elles sont indiquées principalement pour des processus
rhumatisants, dermatologiques comme 1’eczéma, kératose, psoriasis ou prurits, et respiratoires
chroniques comme la laryngite, rhinite, bronchite, et 1’asthme. Elles sont utilisées en
postopératoire pour I’appareil locomoteur et les traumatismes. Elles ont aussi un effet sur les
affections hépatiques [11].

> [Eaux radioactives

Eaux a haute teneur en gaz radon, un gaz radioactif d’origine naturelle. Ce type d’eaux est
utilisé en thermalisme et n’a aucun effet négatif. Au contraire, elles sont indiquées pour les
affections du systéeme neurovégétatif, endocrinien et pour les modifications dans le systéme
immunitaire, ainsi que les affections respiratoires chroniques, rhumatologiques et dermiques.
Les soins se font par des bains ou des inhalations.

Ces eaux sont particulierement indiquées pour les traitements anti-effort, dépressions et
modifications du systeme nerveux, le radon ayant des caractéristiques sédatives et analgésiques
[12].

Tableau I1: Quelques exemples de stations thermales médicalisées en fonction de leur
nature minérale (Ouali, 2008).

Nature des eaux Exemples de stations thermales en Algérie

Hammam Meskhoutine (Guelma) entre 90 et 98°C
Hammam Salhine (Biskra) 70°C
Eaux ferrugineuses Hammam Melouane (Blida)
Hammam Bouhadjar entre 35 et 72°C
Hammam Salhine (Biskra) 70°C
Hammam Boughrara (Maghnia) 45°C
Hammam Righa (Ain Defla) 54°C
Hammam Rabbi (Saida) 40°C
Eaux sulfurées Hammam Meskhoutine (Guelma) entre 90 et 98°C
Hammam Salhine (Biskra) 70°C
Hammam Bouhnifia (Mascara) entre 20 et 70°C
Hammam Guergour (Sétif)
Hammam Meskhoutine (Guelma) entre 90 et 98°C

Eaux bicarbonatées

Eaux sulfureuses

Eaux sulfatées

Eaux radioactives




3. Biodiversité taxonomique et métabolique des thermophiles

3.1 Thermophilie

La température est une variable importante dans chaque écosysteme. Elle a été considérée
en biologie comme un élément de base de classification. De ce fait, quatre groupes majeurs sont
définis selon les températures optimales de croissance: les psychrophiles qui ont une Topt de
croissance basse, les mésophiles ayant une Topt moyenne, les thermophiles ayant une Topt élevee
et les hyperthermophiles ayant une Topt trés élevée (Figure 4).

La vie aux températures élevées est classée en forme thermophile ou hyperthermophile. Les
thermophiles sont des microorganismes qui se développent a des températures relativement
élevées, entre 45°C et 80°C. Les hyperthermophiles qui sont des thermophiles particulierement
extrémes pour lesquelles les températures optimales sont au-dela de 80°C (Madigan et
Martinko, 2007).

Exemple : Hyperthermophile -

Bacillus stearothermophils - Exemple : Exemple
Mésophile| Thermococcus celer  Pyrolobus fumari
Exemple : 60°
Escherichia coli 88’ 106

[}
Exemple :
Polaromonas vacuolat

Taux de croissance

/

0 10 2 0 40 0 60 70 % % 100 10 120

Température (°C)

Figure 4: Effet de la température sur les taux de croissance de microorganismes
(psychrophiles, mésophiles, thermophiles, hyperthermophiles et hyperthermophiles extrémes)
(Madigan et Martinko, 2007).
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3.2 Microorganismes thermophiles

Les microorganismes thermophiles (du grec thermé, chaleur et philein, aimer) sont des
microorganismes ayant besoin d'une température élevée pour se développer. Plusieurs
définitions ont été proposées pour définir la thermophilie. La plus reconnue est celle qui a été
proposée par Thomas Brock, le microbiologiste a l'origine de la découverte des
microorganismes thermophiles. Selon cette définition, un thermophile est un étre vivant dont la
température optimale de croissance se situe au-dela de 60°C (Alain et al., 2010).

Une définition plus pratique et plus large a été proposee par Karl Stetter et qualifie les
organismes thermophiles, tous les étres vivants se développant a des températures supérieures
a 45°C. Cette derniére définition est intéressante car elle définit 4 sous catégories au sein des
thermophiles:

e Lesthermophiles modérés: dont les conditions optimales de croissance se situent entre
55 et 65°C.

e Les thermophiles extrémes: dont la température optimale de croissance est comprise
entre 65 et 80°C.

e Les hyperthermophiles: dont la température optimale de croissance est supérieure a
80°C.

e Les hyperthermophiles extrémes: dont la température optimale de croissance est
supérieure a 105°C.

Des microorganismes thermophiles ont été isolés d'environnements naturels, soumis au
volcanisme ou au géothermalisme (sources hydrothermales océaniques profondes, sources
chaudes terrestres...etc), mais aussi de biotopes artificiels ou les températures sont élevées
(canalisations domestiques d'eaux chaudes, installations industrielles...etc) (Alain et al., 2010).

3.3 Phylogénie des procaryotes thermophiles

Les études phylogénétiques basées sur 1’analyse de I’ARN ribosomal ont permis de mettre
en évidence I’existence de trois domaines distincts dont deux domaines sont affiliés aux
procaryotes Bacteria et Archaea et un troisieme domaine regroupant les eucaryotes Eukarya.
Cette division a été confirmée par les résultats de la génomique (Quérellou et Guézennec, 2010).
Les microorganismes thermophiles appartiennent aux deux domaines de la vie Bacteria et
Archaea. lIs sont présents dans les branches les plus profondes de I’arbre du vivant tel qu’il a
été proposé par Woese (Figure 5).
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Figure 5: Arbre phylogénique du vivant d’aprés Woese modifié par Stetter (2006) (Les

hyperthermophiles sont représentés en traits rouges) (Byrne, 2008).
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3.3.1 Bacteria

Les microorganismes thermophiles du domaine Bacteria possédent des caractéristiques
physiologiques et métaboliques trés diverses incluant des phototrophes, des chimiolithotrophes,
des autotrophes et des hétérotrophes.

» Les bactéries thermophiles hétérotrophes

La plupart des bactéries thermophiles isolées sont des hétérotrophes. Parmi ceux-ci, un seul
groupe peut étre défini comme hyperthermophile: les Thermotogales, ces thermophiles sont
entourés d’une gaine " une toge" qui entoure la cellule. Thermotoga a été isolé a partir des
évents hydrothermaux, des sources terrestres et des puits de pétrole. Thermotoga spp. sont
fermentaires et se développent mieux en anaérobiose lors de I’utilisation de thiosulfate comme
accepteur d’électrons. Un autre groupe d’hétérotrophes obligatoires est les Thermales ou
Thermus aquaticus a été la premiere isolée d'une source thermale alcaline dans le Parc National
de Yellowstone (Guezennec, 2004).

Un grand nombre d'isolats thermophiles sont des bactéries a Gram positif appartenant a
I'ordre de Bacillales et de Clostridiales, dont beaucoup forment des spores résistantes a la
chaleur et jouent un role clé dans la dégradation de la matiére organique dans la plupart des
environnements a température modérée. Souvent, ces bactéries se développent dans des
conditions extrémes autres que les températures élevées telles que la forte acidité ou alcalinité,
et sont métaboliquement trés diverses (Fardeau et al., 2004; Urios et al., 2004; Kublanov et al.,
2007).

La plupart des isolats utilisent la matiere organique comme donneurs et accepteurs
d’électrons telles que Bacillus vulcani et Clostridium fervidus, mais certaines espéces utilisent
des composés inorganiques comme accepteurs d’électrons. Thermoterrabacterium
ferrireducens réduit le fer ferriqgue, Ammonifex degensii utilise des nitrates, sulfates et du soufre
élémentaire (Fardeau et al., 2004; Urios et al., 2004; Kublanov et al., 2007).

Des représentants de la classe des Deltaproteobacteria ont été également isolés
d’écosystemes thermiques. Ce sont des sulfato-réducteurs, qui utilisent des composés
organiques comme donneurs d'électrons (Desulfacinum hydrothermale, Thermodesulforhabdus
norvegicus) (Ferrera et Reysenbach, 2007; Holden, 2009).

» Les bactéries thermophiles phototrophes

On retrouve essentiellement les cyanobactéries qui effectuent la photosynthese oxygénée.
Elles se trouvent dans les milieux chauds aux températures relativement hautes. Synechococcus
lividus forme des tapis microbiens épais a des températures comprises entre 60 et 74°C
coexistant souvent avec des phototrophes anaérobies comme les especes du genre Chloroflexus.
Ces derniéres sont des bactéries filamenteuses présentant une motilité glissante. Elles
contiennent des vésicules a pigments appelées chlorosomes (Ferris et al., 1996; Ferrera et
Reysenbach, 2007).
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D'autres photoautotrophes anoxygéniques, sont également retrouvés dans les sources
thermales, telles que les bactéries pourpres sulfureuses (Proteobacteria) et vertes sulfureuses
(Chlorobi). Dans les environnements thermiques contenant de sulfure, ces organismes oxydent
le sulfure en soufre qui s'accumule a l'intérieur (Proteobacteria) ou a I'extérieur (Chlorobi) de
la cellule, puis oxydé en sulfate (Ferrera et Reysenbach, 2007).

» Les bactéries thermophiles chimiolithoautotrophes

Certaines bactéries sont capables de fixer le dioxyde de carbone en utilisant de I'énergie
chimique (chimiolitho-autotrophie). La plupart des bactéries isolées a partir des évents
hydrothermaux appartiennent aux Epsilonproteobacteria, aux Thermales, aux Thermotogales
et aux Aquificales. Les bactéries de I'ordre Aquificales utilisent I'hydrogene, le soufre et le
thiosulfate comme donneurs d'électrons et 1’oxygéne et/ou les nitrates comme accepteurs
d'électrons. Quelques membres de cet ordre peuvent également croitre sur des composés
organiques. On retrouve également dans ces catégories des bactéries, les Thiotrix et
Thiobacillus qui oxydent les sulfures, ce sont des petits bacilles a Gram négatif, certains peuvent
se développer a des pH tres acides, d'autres a des températures élevées (Capdepuy et Canellas,
1995; Nakagawa et al., 2005; Ferrera et Reysenbach, 2007).

3.3.2 Archaea

Chez les Archaea thermophiles et hyperthermophiles, il existe deux principaux phylums,
celui des Euryarchaeota et des Crenarchaeota.

e Phylum des Euryarchaeota

Ce phylum regroupant des hyperthermophiles (croissance possible jusqu’a 110°C pour
certains) producteurs de méthane ou Methanoarchaea, le plus souvent chimiolithotrophes
autotrophes et des chimioorganotrophes. On distingue chez les Methanoarchaea en particulier,
les Methanococcales isolés d’environnements hydrothermaux sous-marins ou terrestres, les
Methanopyrales dont 1’unique représentant Methanopyrus kandleri, qui est la Methanoarchaea
la plus thermophile. Parmi les chimioorganotrophes, les Thermoplasmatales sont les
thermophiles les plus acidophiles connues chez les anaérobies. Ils colonisent des habitats
chauds et acides tels que les terrils et des sources chaudes terrestres. En ce qui concerne les
Thermococcales, le plus souvent isolés de sources hydrothermales océaniques profondes et
cotieres mais également des eaux de gisements pétroliers, ils sont capables de se développer sur
des substrats organiques complexes (protéines, sucres) et ont la capacité de réduire le soufre
élémentaire en hydrogéne sulfuré (H.S). Enfin, les Archaeoglobales représentés par 3 genres
seulement (Archaeoglobus, Geoglobus et Ferroglobus) qui sont impliqués dans la réduction
des composés soufrés ou du fer (Grégoire et al., 2009; Tomova et al., 2011).
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e Phylum des Crenarchaeota

Il est composé en majorité de microorganismes chimiolithotrophes autotrophes et quelques
especes chimioorganotrophes. On citera en particulier les Sulfolobales, qui sont plutdt
spécifiques des habitats chauds terrestres, alors que les Desulfurococcales colonisent
essentiellement les habitats volcaniques sous-marins. Ces derniers sont des hyperthermophiles
chimioorganotrophes aérobies ou anaérobies qui métabolisent le soufre. Ils peuvent étre
également chimiolithotrophes stricts, souvent capables de réduire le soufre élémentaire. Une
des caractéristiques majeures de cet ordre est qu’il comporte les organismes les plus
thermophiles connus a ce jour; les espéces des genres Pyrodictium et Pyrolobus sont, en effet,
capables de se développer a des températures supérieures a 100°C (Utturkar et al., 2016).
Pyrolobus fumarii isolé d’une cheminée hydrothermale de la dorsale medioatlantique, détient
le record de la température de croissance la plus élevée (113°C) chez les procaryotes. En ce qui
concerne les Sulfolobales, les espéces du genre Sulfolobus plus particulierement sont capables
d’oxyder les composés soufrés (HoS et SO) en acide sulfurique tandis que celles du genre
Acidianus sont capables aussi bien d’oxyder SO en acide sulfurique que de le réduire en H2S
(Grégoire et al., 2009; Susanti et al., 2016).

3.4 Besoins nutritifs des bactéries thermophiles

Les bactéries thermophiles ont parfois des besoins nutritifs particuliers voire méme
essentiels. Surlcl (1999) a exposé dans ses travaux les besoins spécifiques des thermophiles
au niveau des acides aminés, des vitamines et des minéraux. La méthionine s’avérait étre
absolument essentielle dans ce cas, alors que I’histidine stimulait la croissance. Les vitamines
B1 (thianine) et B2 (riboflavine) stimulaient aussi la croissance. Au niveau des minéraux, le
magnésium mais aussi le calcium et le fer semblaient trés importants. Ses travaux démontraient
aussi un effet nutritionnel synergique dans ses cultures, car les espéces dominantes étaient
moins exigeantes sur le plan nutritionnel, en culture mixte qu’en culture pure.

L’identification de facteurs physiologiques et environnementaux qui peuvent limiter une
croissance appropriée des bactéries thermophiles est importante pour le développement
d’applications industrielles (enzymes, métabolites) a partir de ces microorganismes. En effet,
plusieurs réactionspeuvent survenir a des températures élevées. Par conséquent, la modification
chimique des milieux de culture a des températures élevées est un facteur déterminant pour la
croissance efficace des thermophiles (Hupé, 2008).
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3.5 Adaptations physiologiques a la thermophilie

La vie & haute température est rendue possible par un certain nombre de mécanismes
adaptatifs et/ou de molécules que I'on retrouve uniquement chez les thermophiles. L analyse de
biomolécules importantes chez les bactéries thermophiles a révéle des différences structurales
subtiles dans les protéines, les acides nucléiques et les lipides (Alain et al., 2010).

3.5.1 Protéines

Les protéines des thermophiles et hyperthermophiles sont plus thermostables que celles de
leurs homologues mésophiles et fonctionnent de maniére optimale & haute température
(Madigan et al., 2010). Neanmoins, il n'existe aucune regle générale permettant d'expliquer
cette thermostabilité, chaque protéine adoptant sa propre stratégie de stabilisation. Cette
thermostabilité intrinséque des protéines en genéral et des enzymes en particulier est le plus
souvent due a des modifications mineures de la sequence en acides aminés favorisant le
repliement de la protéine sous une forme compacte avec un nombre réduit de cavités internes,
un nombre élevé de ponts ioniques contribuant a maintenir I'ensemble et a résister a la
dénaturation. La synthese en grandes quantités de solutés osmocompatibles contribue
également a protéger les protéines d'une dégradation thermique (Santos et al., 2011).

3.5.2 Lipides

Les membranes cytoplasmiques des microorganismes thermophiles possedent une structure
particuliére leur permettant de rester stables et fonctionnelles aux températures élevées. Celles
des bactéries hyperthermophiles sont composées d'une bicouche lipidique formeée d'acides gras
liés a un glycérol par une liaison ester et sont exceptionnellement riches en acides gras satures.
Cette richesse en acides 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 (Alain et al., 2010).

3.5.3 Acides nucléiques

On pense qu'une protéine uniquement présente chez les espéces hyperthermophiles pourrait
étre responsable de I'absence de dénaturation de I'ADN chez les procaryotes. Tous les
hyperthermophiles produisent une ADN topoisomérase appelée ADN gyrase reverse. Cette
topoisomérase provoque la formation de surenroulement positif de I'ADN au contraire des ADN
gyrases présentes chez tous les procaryotes non thermophiles qui provoquent la formation d'un
surenroulement négatif. Un autre mécanisme fait intervenir une augmentation des composés
cellulaires solubles capables d'empécher les lésions chimiques de I'ADN, tel que
2,3diphosphoglycérate de potassium cyclique présent en concentrations eélevées chez
Methanopyrus. En plus des sels et de I'ADN gyrase reverse, d'autres protéines des
hyperthermophiles peuvent intervenir dans le maintien de l'intégrité de la double hélice d'’ADN.
Par exemple, une petite protéine thermostable appelée Sac7d, présente chez Sulfolobus, se fixe
dans le petit sillon de 'ADN de facon non spécifique et augmente ainsi la température de
dénaturation de I'ADN en augmentant fortement la formation de boucles dans la molécule
d'ADN (Madigan et Martinko, 2007).

16



4. Biotechnologie des thermophiles

Les thermophiles sont utilisés dans divers procedés se déroulant a haute température et
intéressant des domaines aussi variés que la chimie, la pharmacie, I'agro-alimentaire, ou encore
la biologie moléculaire.

Les travaux de recherche sur les thermophiles sont pour une grande part motives par les
applications biotechnologiques, deux types d’applications différentes peuvent étre distingués.
La premiere repose sur I’utilisation directe des organismes et 1a seconde sur leurs biomolécules,
ce sont les enzymes, mais aussi les protéines, les lipides, les osmolytes (thermolytes) et une
grande diversité de métabolites secondaires.

Les enzymes issues des microorganismes isolés des sources thermales présentent un
potentiel important, en raison de leur thermostabilité et leur aptitude a résister a la dénaturation
sous pression du fait de la piézophilie ou de la piézotolérance de leurs hotes (Alain et al., 2010).
Les enzymes des thermophiles ont déja trouvé ou pourraient trouver des applications dans le
blanchiment du papier, la conversion de I'amidon en dérivés sucrés, la dégradation de composés
protéiques résistants, I'industrie textile ou le travail de laboratoire sur 'ADN. Plusieurs enzymes
provenant de thermophiles des sources thermales sont commercialisées: nombreuses
polymérases, ligases, protéases, phosphatases alcalines, beta-mannanase...etc.

4.1 Applications basées sur les cellules entieres

I1 s’agit d’applications qui requierent 1’action directe d’une population microbienne, voire
d’un mélange complexe de différentes espéces. Parmi ces applications:

4.1.1 Agents de minéralisation

Dans les traitements industriels de minéraux, des microorganismes oxydant le soufre et le
fer sont employés pour libérer 1’or inclus dans les minéraux sulfurés et dans la concentration
des métaux lorsque les procédés chimiques conventionnels ne sont pas rentables. Parmi les
archées réductrices de fer, Pyrobaculum islandicum et Pyrobaculum furiosus, ont la capacité
de transformer le chlorure d'or en or insoluble. Alors que les microorganismes
acidothermophiles comme Sulfolobus metallicus et Metallosphaera sedula sont utilisées dans
I'extraction du cuivre & partir de minéraux sulfurés ou encore dans le traitement de certains
minerais sulfurés telle que la pyrite. La manipulation et la réutilisation des pneus usés posent
de sérieux problemes et le recyclage des matériaux en caoutchouc est préférable d'un point de
vue économique et environnemental. L’espéce Pyrobaculum furiosus est capable de
désulfuriser le caoutchouc en donnant un produit avec de bonnes propriétés mécaniques
(Bredberg et al., 2001).
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4.1.2 Production d'hydrogéne

La recherche sur la production biologique d'hydrogene est devenue attrayante pour des
utilisations possibles du biohydrogéne comme source d'énergie propre. La voie de production
du biohydrogéne dépend de I'approvisionnement en substrats organiques et pourrait idéalement
étre adaptée a une production d'énergie accouplée avec un traitement des déchets organiques
(Antranikian, 2008).

Des hydrogénases archéennes ont été la cible de recherche intensive. Une NiFe hydrogénase
cytoplasmique issue de I'nyperthermophile Thermococcus kodakaraensis est active de fagon
optimale a 90°C pour la production d'hydrogene avec le méthylviologéne. La méme enzyme
membranaire est identifiée chez la bactérie Thermotoga tengcongensis et autres membres de
I'ordre des Thermotogales (Kadar et al., 2003).

4.1.3 Piles a combustible microbien

Les thermophiles constituent un gisement tres largement inexploré dans ce domaine. Une
¢tude réalisée a démontré qu’une communauté microbienne thermophile isolée de sédiments
marins était capable de produire un courant électrique dans une pile a combustible fonctionnant
a 60°C en utilisant de 1’acétate comme carburant (Mathis et al., 2008).

4.2 Applications basées sur les biomolécules
4.2.1 Thermoenzymes

Les enzymes thermostables “thermoenzymes” des microorganismes thermophiles sont des
biocatalyseurs qui ont des caractéristiques uniques telles que la température, la stabilité
chimique et la stabilité du pH. Elles peuvent étre utilisées dans plusieurs processus industriels,
dans lesquels elles remplacent les enzymes mésophiles ou les produits chimiques. Les
thermophiles et hyperthermophiles appartenant a plusieurs genres: Bacillus, Clostridium,
Pyrococcus, Thermus, Thermotoga et Aquifex ont été explorés pour les thermoenzymes
(Sharma et al., 2019).

Les thermoenzymes sont souvent utilisées lorsque le processus enzymatique est compatible
avec les conditions de processus existantes (a haute température). Les principaux avantages de
I'exécution de processus a des températures plus élevées présentent un risque réduit de
contamination microbienne, une viscosité plus faible, des taux de transfert améliorés et une
solubilité améliorée des substrats (Bruins et al., 2001). Les thermoenzymes sont également
dotées de propriétés telles que la tolérance aux solvants, la résistance aux dénaturants, la
sélectivité du substrat et des vitesses de réaction plus élevées; ainsi, ce qui les rendent
potentiellement plus adaptées aux applications par rapport aux mésoenzymes. Les mécanismes
adaptatifs des thermoenzymes comprennent des modifications de la séquence et la composition
en acides aminés, des schéemas de liaisons hydrogenes, des interactions électrostatiques, des
liaisons disulfures, des interactions hydrophobes et de la capacité de liaison aux métaux,
résultant en une structure conformationnelle supérieure (Sharma et al., 2019).

18



Des études montrent que les thermophiles sont une bonne source de nouveaux catalyseurs
qui présentent un grand intérét industriel. Les enzymes thermostables dégradant les polymeres
telles que les amylases, les pullulanases, les xylanases, les protéases et les cellulases devraient
jouer un réle important dans les industries alimentaire, chimique, pharmaceutique, du papier,
de la pate a papier et du traitement des déchets (Bruins et al., 2001). Des efforts de recherche
considérables ont été déployés pour mieux comprendre la stabilité des thermoenzymes. La
surexpression des thermoenzymes dans Escherichia coli standard permet la production de
quantités beaucoup plus importantes d'enzymes, qui sont faciles a purifier par traitement
thermique, avec une disponibilité plus large et un colt inférieur (Bruins et al., 2001).

L'étude des biocatalyseurs thermostables pourrait aider a simplifier la base moléculaire de
la stabilité et pourrait aider a I'élaboration d'enzymes de conception via la bioingénierie et les
approches informatiques. De tels biocatalyseurs adaptés peuvent étre des candidats pour des
applications de procédés industriels potentiellement nouvelles (Sharma et al., 2019).

4.2.1.1 Cellulases

La cellulose est une ressource renouvelable a fort potentiel pour la bioconversion de
bioproduits a valeur ajoutée. Elle peut étre dégradée par les cellulases produites par les bactéries
cellulolytiques (Rigoldi et al., 2018).

Les cellulases (EC 3.2.1.4) comptent parmi les enzymes industrielles les plus importantes
connues a ce jour. Elles convertissent la cellulose en sucres qui conviennent a la consommation
humaine. Ces sucres peuvent a leur tour étre fermentés pour générer du bioéthanol et des
produits biosourcés (Shabih et al., 2018). Les cellulases trouvent également une application
dans l'industrie textile, ou elles sont utilisées pour le polissage des tissus et dans I'industrie des
détergents a lessive (Rigoldi et al., 2018).

En effet, une bactérie thermophile productrice d’une cellulase thermostable a été isolée d'un
district de sources chaudes et identifiée comme Geobacillus sp. HTA426. L'enzyme a été
purifiée et a présenté une activité optimale a 60°C et a pH 7. Elle est également stable sur une
large plage de températures de 50°C a 70°C aprés 5 h d'incubation (Potprommanee et al., 2017).

Une nouvelle cellulase thermostable et halotolérante appelée CelDZ1 de
Thermoanaerobacterium sp. a été purifiée et caractérisée. Cette derniere a présenté une activité
optimale a 70°C et a pH 5 avec une bonne thermostabilité (Zarafeta et al., 2016). Une autre
cellulase halotolérante, appelée Bc22Cel, produite par la souche Bacillus sp. SR22 a été purifiee
et caractérisée. La Bc22Cel a présente une activité maximale a 60°C et a pH 6,5 (Dos Santos et
al., 2018).
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4.2.1.2 Xylanases

Les xylanases jouent un role clé dans la dépolymérisation enzymatique de I'hémicellulose
dont le xylane est le constituant majeur, pour donner des sucres monomeres. Récemment, les
xylanases recoivent une attention croissante pour la production de sucres a partir de la biomasse
lignocellulosique. Ces enzymes ont élargi leur utilisation dans de nombreuses industries de
transformation, telles que la pate, le papier, les aliments et le textile (Rigoldi et al., 2018;
Bouacem et al., 2014).

Les xylanases d'Actinomadura sp. et Nonomuraea flexuosa se sont révelées avoir une
thermostabilité élevée. En raison de leur stabilité thermique et pH élevé, les xylanases
fusionnées de champignons et d'actinomycetes ont éteé utilisées dans les industries du papier et
de la pate a papier. Streptomyces spp. sont capables de produire des niveaux élevés de xylanase
et de fournir un bioblanchiment efficace. De méme, elles sont capables d'hydrolyser les déchets
de paille et de produire du biogaz (Rigoldi et al., 2018).

Bouacem et al. (2014) ont travaillé sur la production et la caractérisation partielle d'une
xylanase thermostable a partir d'une nouvelle bactérie anaérobie thermophile Caldicoprobacter
algeriensis TH7C1T, isolée d'une source chaude du nord-est de I'Algérie. Une production
maximale de I’enzyme (140U/mL) a été enregistrée en phase stationnaire a 70°C et a pH 11.
L'enzyme s'est averée stable a 50, 60, 70 et 80°C, avec des temps de demi-vie de 10, 9, 8 et 4
h, respectivement, avec une augmentation de 1’activité enzymatique en présence du calcium.
Cette xylanase thermo-alcaline-tolérante de C. algeriensis pourrait étre utilisée dans le
processus de blanchiment de la pate a papier.

Un nouveau géne xynBCA, codant pour une xylanase (XynBCA), a été cloné a partir du
génome de Caldicoprobacter algeriensis TH7C1T et exprimé de maniére recombinante dans
Escherichia coli BL21. L'enzyme recombinante purifiée était thermostable et a présenté une
activité maximale a pH 6,5 et température optimale de 80°C, avec un temps de demi-vie de 20
minutes a 80°C. L'étude de la xylanase XynBCA dans des expériences de bioblanchiment de la
pate kraft a montré une efficacité (Mhiri et al., 2020).

4.2.1.3 Amylases

L'industrie de la transformation de I'amidon en produits plus précieux tels que les dextrines,
le glucose, le fructose, le maltose et le tréhalose, utilise des amylases (EC 3.2.1.x) thermostables
microbiennes. Dans tous les processus de conversion de I'amidon, des températures élevées sont

requises pour liquéfier 'amidon et le rendre accessible a I’hydrolyse enzymatique (Antranikian,
2008).

L'a-amylase (EC 3.2.1.1) est un bon représentant des enzymes hydrolytiques thermostables,
elle constitue un modeéle intéressant pour I'étude des bases structurales de la thermostabilité des
protéines. Parmi les bactéries productrices, Bacillus sp. est largement utilisée pour la production
d’a-amylase thermostable afin de répondre aux besoins industriels. Bacillus subtilis, Bacillus
stearothermophilus, Bacillus licheniformis et Bacillus amyloliquefaciens sont de bons
producteurs d'a-amylase thermostable, et elles ont été largement utilisées pour la production
commerciale de I'enzyme pour diverses applications (Prakash et Jaiswal, 2010).
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Les applications courantes de cette famille d'enzymes sont dans les industries de la
boulangerie, de la brasserie et de Il'alcool, ou des amylases thermophiles et acidophiles de
Streptomyces erumpens sont utilisées. Les amylases thermostables de Nocardiopsis sp. sont
également utilisées dans les industries de la boulangerie et du papier. L'amylase de
Thermobifida sp. est utilisée pour la production de maltotriose a partir d'amidon. De plus, dans
I’industrie de la transformation de I’amidon, un certain nombre d’autres amylases spécifiques
sont couramment utilisées pour la synthese de différents maltooligosaccharides (Rigoldi et al.,
2018).

Des préparations commercialisées d’a-amylases issues de souches thermophiles de
Bacillus, et d'archées hyperthermophiles agissant a des températures supérieures a 100°C, sont
utilisées pour la liquéfaction de I’amidon et le désencollage des textiles (Cobucci-Ponzano et
al., 2011).

Allala et al. (2019) ont travaillé sur la purification et la caractérisation d'une nouvelle a-
amylase thermostable (TfAmy48) de la souche HB23 de Tepidimonas fonticaldi isolée d'une
source hydrothermale algérienne. TFAmy48 a montré une stabilité a 80°C et a pH 8, avec une
tolérance extréme aux solvants organiques et une excellente compatibilité avec certains
détergents a lessive commerciaux. La souche HB23 a été soumise a une optimisation statistique
visant a augmenter la production d'a-amylase par des paramétres culturels et nutritionnels. Le
son de blé, a été le facteur qui a influencé positivement sa production et a présenté une
multiplication par dix par rapport au niveau de production non optimisé. Ces propriétés font de
I'enzyme TTAmMy48 un candidat potentiel comme bioadditif de nettoyage dans une composition
détergente (Allala et al., 2020).

4.2.1.4 Protéases

Les protéases (EC 3.4.x) des thermophiles présentent un intérét accru en raison de leurs
applications variées dans les industries agro-alimentaires, textiles, biomédicales,
pharmaceutiques, des détergents et dans la gestion des déchets en tannerie. Parmi les bactéries,
Bacillus sp. a été une source majeure de protéases thermostables (Sinha et Khare, 2013). Dans
I’industrie des détergents, la sérine protéase KP-43 de Bacillus halmapalus KSM-KP43
présente une activité maximale entre les pH 6 et 12 et les températures de 45 a 65°C (Quérellou
et Guézennec, 2010).

Des protéases thermostables résistantes aux agents tensio-actifs anioniques ou non ioniques
actives a des températures supérieures a 60°C trouvent leurs applications comme composantes
des détergents de vaisselle (Banerjee et al., 1999; Niehaus et al., 1999).

En raison de leur compatibilité avec les conditions opératoires, des protéases thermoactives
sont utilisées dans certaines techniques de biologie moléculaire, tels que la réaction de
polymérisation en chaine (PCR) et le séquengage de I’ADN (Vieille et Zeikus, 2001).
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Parmi les protéases, I'aminopeptidase qui hydrolyse les résidus d'acides aminés des portions
N-terminales des protéines. Ces aminopeptidases ont un large éventail d'applications dans
divers domaines tels que I'industrie pharmaceutique ou elles représentent un outil moléculaire
important pour 1’analyse des séquences protéiques et dans l'industrie alimentaire pour
I'amélioration de la saveur. Lorsqu'elles sont combinées avec d'autres protéases, elles
conduisent a une dégradation complete des protéines, telles que la caséine, le gluten, le
collagene et la gélatine, aidant a 1’utilisation des nutriments (Rigoldi et al., 2018).

On trouve aussi la sérine alcaline protéase thermostable extracellulaire, appelée SAPCG,
produite & de grandes quantités par la bactérie thermophile Caldicoprobacter guelmensis
D2C227 isolée de la source thermale de Guelma en Algérie. L’enzyme a été purifiée et a montré
une activité protéase optimale a 70°C et a pH 10, avec la caséine comme substrat. La
thermoactivité et la thermostabilité du SAPCG ont été améliorées en présence du calcium et ses
temps de demi-vie a 80 et 90°C étaient respectivement de 180 et 60 minutes. L’analyse des
performances de lavage a révélé qu'elle pouvait éliminer efficacement les taches de sang et a
présenté un certain nombre de propriétés intéressantes qui font de cette enzyme un candidat
prometteur pour de futures applications en tant qu'additif dans les formulations de détergents
(Bouacem et al., 2015).

Bouacem et al. (2016) ont travaillé sur 1’¢tude d'une enzyme qui figure parmi les protéases
qui est la kératinase thermostable extracellulaire (KERCA) produite a partir de la souche
TH7C1T de Caldicoprobacter algeriensis, isolée d'une source chaude hydrothermale en
Algérie. Une activité optimale a été obtenue a 50°C et a pH 7. En effet, les propriétés de
I’enzyme KERCA font d’elle une alternative potentielle prometteuse et écologique aux produits
chimiques conventionnels utilisés pour I'épilation des peaux de chévre, de mouton et de bovin
dans l'industrie du cuir.

Une autre nouvelle sérine alcaline protéase extracellulaire, la subtilisine (appelée SAPN) de
Melghiribacillus thermohalophilus Nari2AT a été purifiée et caractérisée. L'activité optimale de
la subtilisine était a 75°C et a pH 10 avec des temps de demi-vies de 9 et 5 h a 80 et 90°C,
respectivement. L’enzyme est utilisée pour la production des hydrolysats bioactifs déprotéinisés
(Mechri et al., 2019). On trouve également la souche Anoxybacillus kamchatkensis M1V qui
s’est avérée d'une éfficacité pour la production d'enzymes protéolytiques utilisées dans le
processus de déprotéinisation (Mechri et al., 2020).

4.2.1.5 Lipases

Les lipases (EC 3.1.1.3) comptent parmi les enzymes les plus utilisées en industrie. Elles
hydrolysent les triglycérides a longue chaine pour former des diglycérides, des monoglycérides,
des acides gras et du glycerol. Par leur capacite a hydrolyser les liaisons esters carboxyliques,
les lipases peuvent catalyser des réactions d'estérification dans des milieux non aqueux. Elles
trouvent une application dans les aliments, les détergents, les produits pharmaceutiques,
industries du cuir, du textile, des cosmétiques et du papier. Dans l'industrie alimentaire, elles
sont utilisées pour le traitement des graisses et des huiles. Dans les formulations détergentes,
elles sont d'une grande aide pour I'élimination des lipides taches, taches d'aliments gras et
sébum des tissus (Rigoldi et al., 2018).
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Les lipases de différents microorganismes fournissent différentes spécificités positionnelles,
specificités des acides gras, stabilités thermiques et valeurs de pH optimales. La majorité des
lipases disponibles sont dérivées a partir des mésophiles et agissent dans une large gamme de
pH mais sont instables a des températures plus élevées (généralement supérieures a 70°C). Un
grand nombre de lipases thermostables ont été isolées a partir de thermophiles. Certaines lipases
thermostables ont été isolées de thermophiles modérés, notamment des représentants du genre
Bacillus (Bacillus thermoleovorans, Bacillus sp., Bacillus stearothermophilus) (Sharma et al.,
2013).

Parmi les lipases thermostables, on trouve aussi la lipase Lip501 issue de la souche
thermophile Bacillus thermoamylovorans NB501, qui a présenté une activité optimale a 60°C
et a pH 8. La thermostabilité de I'enzyme a été améliorée en présence du calcium. Cette enzyme
s’est avérée efficace pour son utilisation dans I'industrie en modifiant les huiles comestibles,
particulierement en dégradant I'huile de soja. Une autre lipase extracellulaire secrétée par la
bactérie thermo-alcalophile Geobacillus thermoleovorans avec une thermostabilité
significative a une température de 76°C. En effet, ces enzymes se sont avérées étre de bons
candidats pour les applications biotechnologiques (Yamada et al., 2017; Moharana et al., 2019).

4.2.1.6 Chitinases

La chitine est le deuxieme biopolymere le plus abondant trouvé dans la nature aprées la
cellulose. Les déchets chitineux peuvent constituer une menace environnementale sur leur
accumulation et en raison d'une décomposition extrémement lente. Par conséquent, les
thermophiles qui produisent des enzymes plus stables dégradant la chitine peuvent étre utiles
dans la biorestauration et la gestion des déchets ainsi que pour aider a libérer des nutriments et
a maintenir le carbone, I'azote et d'autres cycles biogéochimiques dans I'environnement. Les
chitinases (EC 3.2.1.14) hydrolysant la chitine, participent a une variété de fonctions, y compris
la défense, la digestion des nutriments, la morphogenese et la pathogenése. La plupart des
procaryotes dégradant la chitine sont les bactéries glissantes: Pseudomonas, Vibrio,
Enterobacterium, Actinomycetes, Bacillus et Clostridium. De nombreuses bactéries dégradant
la chitine ont été isolées et leurs genes respectifs ont été clonés et caractérisés. Cependant,
seules quelques chitinases thermostables ont été détectées dans les microorganismes tels que:
Cohnella sp., Serratia marcescens (Aliabadi et al., 2016).

Récemment, une nouvelle chitinase thermostable extracellulaire ChiA-Hh59 issue de de la
souche KB-DZ44 d'Hydrogenophilus hirschii isolée d’une source thermale en Algérie, a été
purifiée et caractérisée. L’activité chitinase maximale enregistrée pour ChiA-Hh59 était & 85°C
et a pH 5. Cette chitinase est un candidat idéal pour I’hydrolyse de la chitine et de la
bioconversion des déchets chitineux pour des applications potentielles dans divers domaines de
la biotechnologie, de la biomédecine, de I'agriculture et de la nutrition (Bouacem et al., 2018).
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4.2.1.7 Pectinases

La pectine est présente dans la partie intermédiaire des parois cellulaires végétales. Ce
biopolymere est un hétéropolysaccharide ramifié se composant d'une chaine principale de a-
1,4-D-polygalacturonate partiellement méthylé. La dégradation enzymatique de la pectine est
assurée par les pectinases (EC 3.2.1.15) qui sont classées en deux grands groupes: les
méthylestérases, dont la fonction est d'éliminer les groupes méthoxy, le second groupe
comprend les deés polymérases (hydrolases et lyases), qui attaquent la pectine et le pectase
(acide polygalacturonique). La production de telles enzymes n’a été rapportée que chez les
bactéries anaérobies thermophiles. Ces enzymes agissent habituellement & pH alcalin et ont
besoin d’ions de Ca?*. Les souches les plus productrices ont été identifiées comme membres
des genres: Paenibacillus, Bacillus, Streptomyces...etc (Kashyap et al., 2001).

Parmi les pectinases thermostables, la pectinase de Bacillus mojavensis 14, laquelle a
présenté une meilleure activité a température de 60°C et pH 8 avec les pelures de carotte comme
substrat (Ghazala et al., 2015). On trouve également celle de la souche ZJ1407 de Bacillus sp.,
laquelle a présenté une thermostabilité significative a 80 et 90 °C dans une gamme de pH de 3
a5 en présence des ions de barium (Ba?*) (Yu et Xu, 2018).

Les pectinases sont largement appliquées dans des processus de I'industrie alimentaire pour
I’extraction et la clarification des jus de fruits, afin d'augmenter son rendement, de réduire sa
viscosité et d’éclaircir sa couleur, ainsi elles sont utilisées pour le dégommage des fibres et pour
la vinification. Dans les industries du papier et du textile, ces enzymes sont de plus en plus
utilisées non seulement pour des processus plus propres mais aussi pour réduire a la fois
I'utilisation des matiéres premiéres et la production de déchets (Antranikian, 2008; Rigoldi et
al., 2018).

4.2.1.8 Glucose-isomérases

La glucose isomérase catalyse I'isomérisation réversible du D-glucose et du D-xylose en D-
fructose et D-xylulose, respectivement. L'enzyme a le plus grand marché dans l'industrie
alimentaire en raison de son application dans la production de sirop de mais a haute teneur en
fructose (HFCS). Le HFCS, un mélange d'équilibre de glucose et de fructose et est 1,3 fois plus
sucré que le saccharose et sert d'édulcorant a l'usage des diabétiques. L'immobilisation de la
glucose isomérase fournit un moyen efficace pour sa récupération et sa réutilisation faciles et
réduit le codt de son utilisation (Bhosale et al., 1996).

La glucose isomérase (GI) de la souche Acidothermus cellulolyticus 11B est appropriée
comme nouvelle source d'enzyme produisant du sirop de mais a haute teneur en fructose
(SHTF). En effet, le géne de GI d’Acidothermus cellulolyticus 11B, a été cloné et surexprimé
chez Escherichia coli. L'activité enzymatique était maximale et a été déterminée comme
thermostable et stable aux acides faibles a 80°C et a pH 6,5, tout en étant significativement
amélioree par le calcium et le magnésium (Mu et al., 2012).
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Brown et al. (1993) ont pu également isoler cette enzyme a partir de Thermotoga maritima.
L'enzyme se distingue par son extréme thermostabilité & une température optimale de 105 a
110°C avec un temps de demi-vie estimé de 10 minutes & 120°C et a pH 7, en présence de
cations divalents (Ca%*, Mg?"). Le degré élevé de thermostabilité, associé & un pH optimal
neutre a légerement acide, révele que cette enzyme est un candidat prometteur pour
I'amélioration du processus industriel d'isomérisation du glucose.

Les glucose isomérases produites par la souche B6A de Thermoanaerobacter et la souche
4B de Clostridium thermosulfurogenes ont eté purifiées et ont présenté une meilleure
thermostabilité a 85°C dans une gamme de pH de 5,5 a 12 en présence d’ions métalliques (Lee
et Zeikus, 1991). Récemment, un nouveau gene de glucose isomérase provenant du thermophile
Caldicoprobacter algeriensis TH7C1T, a été cloné et exprimé avec succes dans E. coli HB101.
L'enzyme (GICA) a été purifiée et a présenté une meilleure activité a 90°C et a pH 7 et une
excellente thermostabilité avec un temps de demi-vie de 6 minutes a 100°C (Neifar et al., 2019).

4.2.1.9 Enzymes utilisées en biologie moléculaire

Les ADN polymérases thermostables jouent un réle fondamental dans les techniques
d’ingénierie du vivant grace a leur aptitude a amplifier un géne donné a des millions de copies
au moyen de la réaction de PCR (Quérellou et Guézennec, 2010). La Taqg polymérase isolee
d'une bactérie thermophile Thermus aquaticus est régulierement utilisée pour la réaction
d’amplification de I’ADN, c'est la clé de la PCR grace a sa thermostabilité, elle est capable de
supporter les nombreux cycles de montée en température atteignant 94°C (Grégoire et al.,
2009).
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Tableau I1I: Exemples d’enzymes thermostables isolées des microorganismes thermophiles et leurs applications biotechnologiques.

Enzymes Microorganismes Propriétés d’activité Applications
thermostables thermophiles (Température et pH) biotechnologiques
Cellulase Geobacillus sp. HTA426 60°CetpH=7 - Conversion de la biomasse lignocellulosique.
Cellulase CelDZ1 Thermoanaerobacterium sp 70°CetpH=5 - Industrie alimentaire.

Cellulase Bc22Cel

Bacillus sp. SR22

60°C et pH =6,5

- Production de biocarburants.
- Industrie textile et des détergents.

Xylanase

Caldicoprobacter algeriensis TH7C1T

70°CetpH =11

- Dépolymérisation de I’hémicellulose.

- Production de biogaz.

- Production de sucres.

- Industrie alimentaire, papetiére et textile.

Alpha-amylase

Tepidimonas fonticaldi HB23

80°CetpH=8

- Bioconversion de 1I’amidon.
- Industrie de la boulangerie et de la brasserie.
- Industrie textile et des détergents.

Sérine protéase SAPCG

Caldicoprobacter guelmensis D2C227

70°CetpH =10

Sérine protéase SAPN

Melghiribacillus thermohalophilus Nari2AT

75°CetpH =10

- Biologie moléculaire.
- La déprotéinisation.

Kératinase KERCA Caldicoprobacter algeriensis TH7C1' 50°CetpH =7 - Industrie des détergents et du cuir.
- Industrie alimentaire, pharmaceutique et des
Lipase Lip501 Bacillus thermoamylovorans NB501 60°CetpH =8 détergents.
- Industrie du cuir, du cosmétique et du papier.
- Bioconversion de déchets chitineux.
Chitinase ChiA-Hh59 Hydrogenophilus hirschii KB-DZ44 85°CetpH =5 - Industrie alimentaire et pharmaceutique.

- Biomédecine et agriculture.

Pectinase Bacillus mojavensis 14 60°CetpH =8 - Industrie alimentaire, du papier et du textile.

Glucose-isomérase

Acidothermus cellulolyticus 11B

80°CetpH =6,5

- Industrie alimentaire (production de sirop de
mais a haute teneur en fructose).

Tag polymérase

Thermus aquaticus

94°C

- Biologie moléculaire (PCR).
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4.2.2 Production de biopolymeres

En termes d’exploitation biotechnologique, les polymeéres bactériens présentent quelques
atouts comme 1’absence de dépendance vis a vis d’aléas climatiques et écologiques pouvant
affecter la qualité, le colt et I’approvisionnement de leurs homologues extraits d’algues ou de
plantes. Plus de 30 “exopolysaccharides” présentant des propriétés intéressantes ont été mis en
évidence depuis la découverte des sources hydrothermales, mais les résultats les plus marquants
restent pour la détermination de structures polysaccharidiques complexes. Un dérivé de bas
poids moléculaire (24 000 g/mol) et fortement sulfaté (40 %) a pu ainsi étre obtenu a partir d’un
exopolysaccharide secrété en conditions de laboratoire par la bactérie Alteromonas infernus
isolée du fluide d’un site hydrothermal du bassin de Guaymas. L’¢tude de son mécanisme
d’action par 1’équipe du professeur Fischer a I’Hopital Européen Georges Pompidou (HEGP) a
Paris, a montré que tout comme I’héparine, ce dérivé inhibe la génération de thrombine
(Guézennec, 2004).

Des études ont montré qu’un nombre limité de microorganismes isolés de sédiments
hydrothermaux du bassin de Guaymas en Basse-Californie sont capables de synthétiser en
conditions de laboratoires des “polyhydroxyalcanoates” (PHAs) (Guézennec et al., 1998;
Simon-Colin et al., 2008). Ces PHAs sont utilisés pour la production des plastiques
biodégradables (Laycock et al., 2013).
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Conclusion et perspectives

Notre travail s’est porté d’un c6té, sur une étude bibliographique des environnements chauds
et sur les microorganismes thermophiles et leurs applications d’un autre c6té. On a vu que les
biotopes chauds se présentent comme des champs d’investigations privilégiés pour la recherche
de nouvelles souches productrices de biomolécules, notamment des enzymes hautement stables.

Nous avons constaté que le champ de recherche sur les sources thermales est tres vaste et
prometteur, non seulement pour leur exploitation thérapeutique a des fins récréatives, ainsi
nommé le thermalisme, mais aussi pour la découverte de nouvelles souches thermophiles et
hyperthermophiles. Les sources hydrothermales marines profondes sont aussi des écosystémes
ou regnent conjointement des conditions de température, de pH, de pression hydrostatique, de
concentrations en métaux lourds et de radiations ionisantes les plus extrémes. Les gradients
thermiques et géochimiques abrupts qui résultent du mélange entre les fluides hydrothermaux
surchauffés et I’eau de mer ambiante définissent une multitude de micro-niches propices au
développement de communautés microbiennes trés diversifiées. Ainsi des microorganismes
psychrophiles, mésophiles, thermophiles et hyperthermophiles prospérent dans ces
écosystemes en utilisant les abondantes sources organiques et inorganiques d’énergie et de
carbone disponibles.

En effet, notre thématique porte essentiellement sur 1’étude des microorganismes
thermophiles. Et il s’avére que ces derniers occupent, de plus en plus, une place importante
dans la biotechnologie moderne en raison de leur potentiel a produire des biomolécules
hautement stables. Les microbiologistes au cours de ces 20 dernieres années, ont obtenu des
données conséquentes concernant la diversité et la physiologie des microorganismes associées
a ces écosysteémes chauds. C’est pourquoi leur isolement et leur identification a partir de sources
thermales font I'objet d'étude d’intenses recherches.

Notre étude nous a permis egalement d’améliorer notre connaissance sur la diversité et la
fonction des microorganismes thermophiles et hyperthermophiles des édifices hydrothermaux
actifs. Et elle nous a montré que les parametres environnementaux fluctuants des écosystémes
thermaux, ont une influence sur la structure des communautés microbiennes qui les colonisent.
Les variations temporelles et spatiales des conditions physico-chimiques qui prévalent dans les
sources thermales vont conditionner la structure et I’activité des communautés microbiennes
qui y sont hébergées.

Par ailleurs, notre recherche bibliographique a mis en relief différentes activités
enzymatiques des souches bactériennes thermophiles. Ces derniéres possedent des activités
intéressantes pour la bioindustrie ou elles sont utilisées dans diverses procédés se déroulant a
haute température. Et elles sont pour une grande part, incluses dans des applications
biotechnologiques, soit par leur utilisation directe, ou 1’utilisation de leurs biomolécules (les
enzymes, les protéines, les lipides et une grande diversité de métabolites secondaires).
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Conclusion et perspectives

Les enzymes thermostables issues de microorganismes thermophiles isolés des sources
thermales présentent un potentiel important, en raison de leur thermostabilité et leur aptitude a
résister a la dénaturation. Les propriétés catalytiques efficaces de ces enzymes ont déja favorisé
leur introduction dans plusieurs produits et procédés industriels. Les récents développements
en biotechnologie, en particulier dans des domaines tels que I'ingénierie des protéines et
I'évolution dirigée, ont fourni des outils importants pour le développement efficace de nouvelles
enzymes. Cela a abouti au développement d'enzymes aux propriétés ameliorées pour des
applications techniques établies et a la production de nouvelles enzymes hautement stables pour
des domaines d'application entierement nouveaux ou ces dernieres n'étaient pas utilisées
auparavant.

En vue de I’importance des microorganismes thermophiles et leur capacité a résister aux
conditions extrémes, notre thématique ouvre des perspectives diverses:

+ |l nous serait intéressant a 1’avenir d’exploiter les sources thermales en Algérie afin de

procéder a I’isolement de nouveaux microorganismes thermophiles qui y vivent et leur
identification dans le but de caractériser leurs activités biologiques.

+ Faire un criblage enzymatique des souches isolées afin de sélectionner les souches
performantes pour la production d’enzymes thermostables.

+ Exploiter la biodiversité des microorganismes thermophiles par des méthodes culturales et
non culturales.

+ Caractériser de nouveaux génes avec un haut rendement, les cloner pour produire des
enzymes recombinantes afin d’augmenter la production industrielle.
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Résumé

La biodiversité des microorganismes thermophiles se développant dans les environnements
chauds, est d’une importance capitale. Les études phylogénétiques basées sur ’analyse de
I’ARN ribosomal ont permis de les classer dans les deux domaines de la vie regroupant les
procaryotes « Bacteria et Archaea », plus précisément, dans les branches les plus profondes de
I’arbre phylogénétique du vivant. En effet, ces microorganismes ont pu développer différentes
stratégies moléculaires leur permettant de coloniser les milieux extrémes. Ainsi, leur capacité a
produire de biomolécules notamment des enzymes hautement stables, pousse les
biotechnologues a s’intéresser intensivement a ce groupe de microorganismes. Aussi de
procéder a leur isolement afin de caractériser leurs activités biologiques et de selectionner les
souches les plus performantes produisant des enzymes thermostables trouvant ensuite des
applications innovantes dans les divers procédés industriels se déroulant a haute température.

Cette étude bibliographique met 1’accent sur les environnements chauds, plus
particulierement les sources thermales dans le monde et en Algérie. L’attention sera mise
également sur les microorganismes thermophiles, leurs caractéristiques, leurs mécanismes
d’adaptation aux températures €levées, ainsi leurs enzymes thermostables et leurs applications
biotechnologiques.

Mots clés: Environnements chauds, Sources thermales, Thermophiles, Mécanismes
d’adaptation, Enzymes thermostables, Applications biotechnologiques.

Abstract

The biodiversity of thermophilic microorganisms that thrive in hot environments is of
utmost importance. Phylogenetic studies based on the analysis of ribosomal RNA have made it
possible to classify them in the two domains of life grouping together the prokaryotes "Bacteria
and Archaea", more precisely, in the deepest branches of the phylogenetic tree of life. Indeed,
these microorganisms have been able to develop different molecular strategies allowing them
to colonize extreme environments. Thus, their ability to produce biomolecules, in particular
highly stable enzymes, is driving biotechnologists to take an intensive interest in this group of
microorganisms. Also to proceed with their isolation in order to characterize their biological
activities and to select the most efficient strains producing thermostable enzymes then finding
innovative applications in the various industrial processes taking place at high temperature.

This bibliographic study focuses on hot environments, more specifically thermal springs
around the world and in Algeria. Attention will also be paid to thermophilic microorganisms,
their characteristics, their adaptation mechanisms to high temperatures, as well as their
thermostable enzymes and their biotechnological applications.

Key words: Hot environments, Thermal springs, Thermophiles, Adaptation mechanisms,
Thermostable enzymes, Biotechnological applications.
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