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Résumé

Les microorganismes thermophiles possedent la capacité d’adaptations a des
environnements chauds tels que les sources hydrothermales et la forte activité enzymatique
traduire par la production des thermozymes, ces molécules hautement thermostables ont
suscité un grand intérét dans le secteur industriel en raison de leur haut potentiel d’application

et sa forte spécificité d’action.

Dans le cadre de la recherche de ces molécules extracellulaires, Cette étude a pour
objectif d’isolement et sélection des souches thermophiles productrices des enzymes a partir
de hammam Elssalhin dans la région de MEDEA et hammam Ksana dans la région de
BOUIRA. L’identification de ces isolats était basée sur les caractéres morphologiques (étude
macroscopique et microscopique) et sur des approches physiologiques et biochimiques
favorise par les tests disponibles au laboratoire suivi par la mise en évidence de certaines
activités enzymatiques extracellulaires de ces souches. Dans cette étude 25 souches ont été
isolées a partir des deux sources hydrothermales dont 16 souches isolés au niveau de
Hammam Essalihine de MEDEA et 9 souches au niveau de Hammam K’sana de BOUIRA.

Mots clés: microorganismes thermophiles, les sources hydrothermales, thermozymes,

hautement thermostables, molécules extracellulaires.



Abstract

Thermophilic microorganisms possess the capacity of adaptations to hot
environments such as hydrothermal vents and the strong enzymatic activity resulting in the
production of thermozymes, these highly thermostable molecules have aroused great interest
in the industrial sector due to their high potential for application and its strong specificity of

action.

As part of the search for these extracellular molecules, the objective of this study is to
isolate and select a thermophilic strain producing enzymes from hammam Elsalhin in the
region of MEDEA and hammam Ksana in the region of BOUIRA. The identification of these
isolates was based on the morphological characters (macroscopic and microscopic study) and
on physiological and biochemical approaches favored by the tests available in the laboratory
followed by the demonstratin of certain extracellular enzymatic activities of these strains. In
this study 25 strains were isolated from the two hydrothermal vents, including 16 strains
isolated from Hammam Essalihine from MEDEA and 9 strains from Hammam K’sana from

BOUIRA.

Keywords: thermophilic microorganisms, hydrothermal vents, thermozymes, highly

thermostable, extracellular molecules.
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Introduction

Les micro-organismes sont les formes de vie les plus abondantes et les plus diverses sur
Terre (Panda et al., 2019), se trouvent dans tous les emplacements possibles, allant de ceux
qui offrent des conditions idéales de croissance et de reproduction aux environnements

extrémes (Arya et al., 2015).

Au cours des dernieres décennies, il est devenu clair que les communautés microbiennes
peuvent étre trouvées dans les plus divers conditions, y compris extrémes de température,
pression, salinité et pH (Van den Burg, 2003). Les micro-organismes qui prosperent dans des
conditions environnementales extrémes, des déserts froids aux sources géothermiques,
(Seackbach 2000; Staley et Reysenbach 2002) appelés extrémophiles, produisent des
biocatalyseurs fonctionnels dans des conditions extrémes (Van den Burg, 2003). Ces
microorganismes tombent dans un certain nombre de classes différentes tels que les

thermophiles, les psychrophiles et les halophiles (Amjad, 2011).

Les micro-organismes thermophiles sont les plus largement étudiés et reconnu comme
source de metabolites secondaires avec une grande diversité structurelle et fonctionnelle pour
les applications en biotechnologies (Selvarajan et al., 2017). Ces micro-organismes ont attiré
I’attention de la communauté scientifique en raison de leur capacité a produire des enzymes
hydrolytiques thermostables. Les enzymes extracellulaires microbiennes avec une activités
optimale a haute température offrent la possibilité d’étudier I’adaptation de la vie dans les
sources thermale et le potentiel d’exploitation biotechnologique [(Sikdar et al., 2015) ;
(Verma et al., 2014); (Yadav et al., 2015a)]. L'un des habitats naturels des bactéries
thermophiles est la source chaude ou la température de l'eau se situe entre 70 et 100°C
(Verma et al., 2015).

Les sources chaudes sont reconnues comme des environnements naturels qui
conviennent a la colonisation des thermophiles. Celles-ci les environnements varient en
fonction des caractéristiques géologiques et propriétés physico-chimiques, y compris les
gradients de température. Outre la diversité et I'évolution, les thermophiles ont également été
reconnus pour sa capacité a produire des enzymes thermostables pour les applications
biotechnologiques (Pandey et al., 2015). La majorité des enzymes industrielles actuellement
utilisées sont hydrolytique en action, utilisé pour la dégradation des diverses substances
naturelles (Kirk et al., 2002).

Dans le scénario actuel de changement climatique mondial, il existe une demande

colossale de processus industriels durables et enzymes des thermophiles. De maniére
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plausible, les thermozymes sont une boite a outils importante, car ils sont connus pour étre de
nature poly-extrémophile (kumar et al., 2019). La thermostabilité est une caractéristique de
la plupart de ces enzymes disponibles pour une utilisation industrielle (Asad et al., 2011). Ces
enzymes sont non seulement thermostables, mais aussi plus résistants aux produits chimiques
que leurs homologues mésophiles qui les rendent extrémement intéressant pour les procédés

industriels (Aissaoui et al., 2018).

L’objectif principal de notre théme intitulé par « L’évaluation de I’activité enzymatique
des souches thermophiles isolées a partir d’une source hydrothermale » est I’isolement et
I’identification des bactéries thermophiles provenant des sources hydrothermales tell que les
Hammams dans notre cas (hammam Elsalhin dans la région de MEDEA et hammam Ksana
dans la région de BOUIRA), et la mise en évidences des activités enzymatiques de ces

bactéries.
A cet égard notre mémoire est forme par deux parties :
1-Une partie bibliographique, divisé en trois chapitres :

> Le premier chapitre intitulé par « Le monde extrémophiles », présente une généralité
sur les extrémophiles, leurs diversités ainsi que une notion des sources hydrothermales
avec les principales bactéries présentes dans ces sources.

> Le second chapitre nommé par « Les bactéries thermophiles », joindre tout ce qui
concernant les microorganismes thermophiles, leurs phylogénies, leurs taxonomie
leurs métabolismes, leurs écologie ainsi que leur besoins avec exposition des
différentes applications des thermophiles et de leurs molécules.

> Le troisieme chapitre intitulé par « Les thermozymes », rassemble les principales
enzymes des thermophiles et leurs mécanismes de stabilité a des conditions extrémes
suivi de description des différentes applications des thermozymes en biotechnologie.

2- Une partie expérimentale consacré a I’adoptassions de plan suivante :

Présentation des sites d’étude.

Méthodes de prélevements et échantillonnages.

Isolement et identification des souches isolées.

La mise en évidence des activités enzymatiques.
Aprés on savoir les résultats obtenus et leurs discussion, Et enfin, on termine par une

conclusion générale.
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Revue Bibliographique Chapitre I: Le monde extrémophile

I.1-Notion des extrémophiles

La croissance et la survie des organismes sont commandées par une série de facteurs
physiques et chimiques, tous les deux biotique et abiotique. Un biotope pour un organisme est
défini par un intervalle pour chacun de ces différents facteurs environnementaux. C’est donc
un espace a n-dimensions, avec des limites supérieures et inférieures pour chacun des facteurs
de croissance. Pour pouvoir définir un environnement extréme il faudrait d'abord définir ce
qu'est un environnement non-extréme ou normal. Pour cela, un consensus genéral établit les
facteurs physiques et chimiques les plus importants pour un environnement normal. Ces
facteurs se situeraient approximativement a des valeurs de température de 4 a 50°C, de pH de
5a 8,5 et de salinité entre celle de I'eau douce et celle de I'eau de mer (3,5%, p/v) (Gomri,
2012). Alors qu’extréme est un terme relatif, qui est considéré par rapport a ce qui est normal
pour les étres humains. Les environnement extréme comprennent haute température, pH,
pression, concentration de sel et basse température, nutriment la concentration et la
disponibilité de l'eau, ainsi que ayant des niveaux élevés de rayonnement, des métaux et

composes toxiques (solvants organiques) (Satyanarayana et al., 2005).

Un environnement est qualifi¢é d’extréme lorsque les parameétres physico-chimiques
qu’il renferme sont le plus souvent hostiles a la vie conduisant en une spécialisation et/ou une
diminution de la biodiversité existante : pH inférieur a 5 ou supeérieur a 9, pression supérieure
a 20 MPa, température supérieure a 50°C ou inférieure a 10°C, et des concentrations en sels

supérieures a 3-4 % en NaCl jusqu’a saturation (35 % en NaCl) (Gregoire et al., 2009).

De nombreux environnements extrémes, tels que les sources acides ou chaudes, lacs
salés et / ou alcalins, déserts et fonds océaniques se trouvent également dans la nature, qui
sont trop dures pour la normal de la vie pour exister. Toute condition environnementale
pouvant étre percu comme au-dela de la plage acceptable normale est une condition extréme

(Satyanarayana et al., 2005).

Jusqu'a récemment, la plupart des environnements extrémes ont également été pris en
compte hostile a soutenir toute forme de vie, mais au cours des derniéres décennies, il est
devenu évident gu'ils fournissent en fait un habitat de certains micro-organismes (Arya et al.,
2015). Les micro-organismes vivant dans ces habitats ont développé divers mécanismes qui
leur permettent de faire face avec les changements spectaculaires dans leurs habitats
(Antranikian, 2009). Membres de cette groupe des micro-organismes, appelé extrémophiles,
prospérent dans des environnements dont les parameétres physiques tels que la température, la

salinité, le pH ou la pression étaient auparavant considérés comme hostiles a forme de vie.
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Une grande partie de ces extrémophiles appartiennent au royaume des archées, mais les
bactéries et les eucaryas peuvent également tolérer certains de ces extrémes conditions
(Albers et al., 2001). Les micro-organismes extremophiles sont adaptés pour vivre a 100°C
dans les sources volcaniques, a basse température dans les mers polaires froides, a haute
pression en haute mer (au-dessus 300 bar), a des pH tres bas et trés élevés (pH 0-1 ou pH 10—
11) ou a des concentrations de sel trés élevées (10-35%). De plus, certains extrémophiles
peuvent tolérer des concentrations d'évent, rayonnement et dessiccation. La majorité des
organismes qui poussent dans ces environnements extrémes appartiennent a un groupe aux
caracteéristiques distinctes (Antranikian, 2009). Les Microorganismes extrémophiles inclure
des membres des trois domaines de la vie, Archaea, Bactéries et Eukarya (Anniz et al.,
2015).

Eukarya
Animals
Fungi Archaea
Algae
9 Candida
Dunalieila Metallosphaera
Hyperthermus Sulfolobus
Bacteria Pyrodncnum\ Pyrobacuium
Pyrolobus N\ -
Desulfurococcus
N e ==
Deint Fervidobacterium Staphyiothermus = -

Aguifex Aeropyrum
i Methanopyrus

Methanothermus [ Methar

Thermotoga Archaeogiobus
bacter ' .......

onNnas
= Pseudoailteromonas
Funongwar: no -
@ Hyperthermophiles B Psychrophiles B Halophiles Radiation resistants
Thermophiles @@ Fiezophiles B pH extremes

Figure 1: Arbre phylogénétique rapportant les organismes extrémophiles et les
caractéristiques de résistance qui apparaissent chez au moins une espéce de chaque genre
identifiée par un code de couleur. L’arbre phylogénétique était basé sur les travaux de Woese
et al., 1990, Dereeper et al., 2008 et Lang et al., 2013.

Les extrémophiles sont des micro-organismes uniques qui sont adaptés pour survivre
dans des niches écologiques telles que des températures élevées ou basses, des pH extrémes,

concentrations de sel et haute pression (Antranikian et al., 2005). Le terme extrémophile
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s'applique collectivement & une grande variété de bactéries et d'archées qui se développent de
maniére optimale dans des conditions «extrémes» ou «anormales»; tel que pH acide ou
alcalin, haute ou basse température, exemple extrémes de pression atmosphérique et extrémes
de sel ou les concentrations d'ions organiques. Les extrémophiles sont les meilleurs
caractérisés en fonction de leurs profils de croissance, données marginales, dans certaines
cultures ou telles que la gamme NaCl (NaCl opt, NaCl min, NaCl max) ou profil de
température (T opt, T min, T max). Les exemples d'extrémophiles incluent, mais ne sont pas
limités aux catégories suivantes: thermophiles (haute température), psychrophiles (basse
température), acidophiles (pH bas), alcaliphiles (pH élevé), piézophiles (haute pression,
anciennement appelés barophiles), halophiles (concentration élevée en sel), osmophiles
(concentration élevée concentration de solutés organiques), les oligotrophes (faible
concentration de solutés et / ou de nutriments) et xérophiles (environnement trés sec). Il est
important de noter que les critéres définissant un extrémophile different pour les procaryotes
et les eucaryotes. En général, un eucaryote est considéré comme extréme dans des conditions

beaucoup moins difficiles qu'un procaryote (Mesbah et Wiegel, 2008).

Tableau 1: Microorganismes extrémophiles et leurs environnements Adapté (Horikoshi et

Bull, 2011).
Microorganismes extrémophiles Environnement favorable a la croissance
Acidophile pH optimum de croissance < 3
Alcaliphile pH optimum de croissance > 10

Halophile

Hyperthermophile

Thermophile

Eurypsychrophile (psychrotolérant)

Stenopsychrophile (psychrophile)
Piezophile

Endolithique
Hipolithe
Oligotrophe

Nécessite au moins 1M de sel pour la croissance
Croissance optimale a des tempeératures> 80°C
Croissance a des températures entre 60°C et 85°C
Croissance a des tempeératures>25°C, mais
également<15°C

Croissance a des températures entre 10°C et 20°C
Croissance sous haute pression—> 400 atm (40
MPa)

Croissance a I’intérieur des roches

Croissance sur les roches et les déserts froids
Capable de croitre dans des environnements

faibles en nutriments
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Xerophile

Toxitolérant

Radiorésistant

Tolérance aux fortes concentrations de métaux
lourds

Tolérance aux fortes concentrations
toxiques (solvants organiques)
Croissance en présence d’une faible disponibilité

d’eau, résistance a la dessiccation

d’agents

Les extrémophiles avec ses différentes catégories, thermophiles (haute température),

acidophiles (basse pH), les alcaliphiles (pH élevé), les halophiles (haute salinité) et

psychrophiles (basse température) (Tango et Islam, 2002) ont fasciné les chercheurs dans de

nombreux domaines, en raison de leur capacité a résister et a fonctionner dans des conditions

extrémes. Les micro-organismes thermophiles (température de croissance optimale de 50°C

ou plus) ont attiré une grande attention chez les extrémophiles car ce sont des sources

thermostables des enzymes (telles que les amylases, les cellulases, les chitinases, les

pectinases, Xylanases, protéases, lipases et ADN polymérases) (Mohammad et al., 2017).

Tableau 2 : Classification des extrémophiles et exemples des applications de certaines de

leurs enzymes (Van den Burg, 2003).

Type Caracteristiqu Enzymes Applications
es de
croissance
Thermophiles | Hyperthermoph | Protéases Glycosyl | Détergents, hydrolyse en nourriture et

iles T°>80°C et
thermophiles
T° entre 60 et
80°C

hydrolases

Chitinases

Xylanases Lipases,
ADN

esterases

polymerases

alimentation, brassage, faisant cuire au four

Amidon,  cellulose,  chitine,  pectine,

traitement, textiles Biologie moléculaire (par

exemple ACP) - Réactions d'oxydation

Dehydrogenases
Psychrophiles | T°<1 5°C -protéase -Détergents, applications de nourriture (par
-Amylase s
exemple produits laitiers
-cellulase
-Dehydrogenases -Détergents et  boulangerie  Détergents,
alimentation et textiles Biodétecteurs
Halophiles Haut sel, (par | -Protéases -Synthese de peptide
-Dehydrogenases -Biocatalysis dans des médias organiques
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exemple NaCl
de 2-5 M)
Aikaliphiles | pH >9 -Proteases, -Détergents, nourriture et alimentation
cellulases
Acidophiles pH <2-3 Amylases, - Traitement de l'amidon
glucoamylases - Composant d'alimentation
Protéases, -Désulfuration du charbon
cellulases
Oxydases
Piezophiles Aimant la | -Pour étre défini -Traitement des denrées alimentaires des
pression jusqu'a produits alimentaires et production
130 MPa Antibiotiaue

|.2-La diversite des extrémophiles

Il en existe différents groupes de milieux extrémes .Tous sont répartis en fonction des
parametres physiques (pression, température...) ou chimiques (acidité, salinité ...).
Température, pH et salinité interagissent trés fortement dans un biotope extréme. Au moins,
sept principaux biotopes naturels peuvent étre reconnus quand un de ces trois facteurs se
trouve dans I'extréme. Les habitats extrémes les mieux étudiés sont ceux qui sont caractérises

par une forte température, pH éleve ou faible et une forte salinité (Larbi, 2015).

1.2.1-Les thermophiles et les hyperthermophiles

L'existence de la vie a des températures élevées est assez fascinante. Aux deux aux
extrémités de la plage de températures compatibles avec la vie, seuls les micro-organismes de
croissance et de survie. Une grande variété de microbes survit et se développe a des
températures élevees. Celles-ci les organismes tolerent non seulement ces températures
élevées, mais en ont généralement besoin pour leur croissance et leur survie et sont appelés
thermophiles/microbes thermophiles, qui comprennent une grande variété de procaryotes
(bactéries et archées) ainsi que eucaryotes. Ces organismes ont évolué plusieurs adaptations
structurelles et chimiques qui leur permettent de survivre et de croitre a températures élevées

(Mehta et Satyanarayana, 2013).

La plupart des organismes vivant a OGT de 24 a 40°C sont mésophiles. Les organismes
vivant a un OGT supérieur de 50°C a 70°C sont thermophiles et a un Les OGT de plus de
80°C sont des hyperthermophiles, y compris les membres des domaines Archaea et
Eubactéries (Trivedi et al., 2006).
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Les thermophiles sont la classe des organismes aptes a croitre a des niveaux éleves des
températures. En fonction de la plage de température de leur croissance, ils ont été largement
divisés en thermophiles modérés (50-60°C), thermophiles extrémes (60-80°C) et
hyperthermophiles (> 80°C) (kumar et al., 2019). Les procaryotes thermophiles et
hyperthermophiles vivent a des températures optimales de croissance de 1’ordre de 60°C et
80°C, respectivement. Ces micro-organismes sont retrouvés dans des habitats géothermiques
naturels largement répandus sur notre planéte et souvent associés a des zones tectoniques

actives (Gregoire et al., 2009).

Les micro-organismes thermophiles et hyperthermophiles habitant les environnements
aqueux chauds tels que les sources chaudes terrestres ont capacités uniques d'adaptation
moléculaire et peut étre une source de molécules bioactives (Gomri et al., 2018).

1.2.2-Les acidophiles et les alcaliphiles

Eaux souterraines alcalines, lacs de soude et port des déserts portent des micro-
organismes capables de croitre au-dessus de pH 9 (alcaliphiles). Certains alcaliphiles sont
capables de survivre a des conditions alcalin et températures élevées, par exemple dans le lac
Bogoria (Afrique) et sont appelés thermoalcaliphiles. Cependant, les bers de micro-
organismes extrémement acidophiles (acidophiles; croissance optimale de pH 0 a 4,0) se
trouvent généralement dans champs solfatariques terrestres et marins. Beaucoup de microbes
des communautés de ces environnements sont adaptées pour pH bas et températures élevées
(par exemple pH 0-3,5 et 60-85°C) et sont désignés comme thermoacidophiles
(Antranikian, 2009).

Les environnements ou sont retrouvés les micro-organismes acidophiles ont
généralement un pH<4, et sont souvent riches en métaux lourds (fer, arsenic, cuivre, zinc,
chrome...) et métalloides. La plupart de ces micro-organismes sont des chimiolithotrophes
acidophiles dont le métabolisme cellulaire est basé¢ sur ’oxydation des composés ferreux et

soufrés.

Les bactéries alcaliphiles vivent a un pH>9. Parmi celles-ci, on reconnait les
alcalitolérantes capables de se développer a pH>9 mais avec un pH optimum de croissance
proche de la neutralité et les alcaliphiles dont le pH optimum de croissance est >9 (Gregoire

et al., 2009).
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Figure 2 : Terminologie des extrémophiles en fonction de la température et du pH
(Morozkina et al , 2010).

1.2.3-Les halophiles

Les bactéries halophiles sont des bactéries qui ne peuvent croitre qu’en présence de sel
généralement sous forme de chlorure de sodium (NaCl). Les bactéries halophiles sont classées
en trois catégories : les légerement halophiles (optimum de croissance entre 2 et 5 % de
NaCl), les modérées halophiles (optimum de croissance entre 5 et 20 % de NaCl) et les
halophiles extrémes (optimum de croissance entre 20 et 30 % de NaCl). La majorité de ces
microorganismes habitent le milieu marin ou la concentration est voisine de 3,5 % en sel. 1l
existe cependant des habitats plus spécifiques et plus localisés tels que les marais salants ou
les lacs salés colonisés par les micro-organismes hyperhalophiles (figure 3). Les micro-
organismes halophiles appartiennent aux trois domaines du vivant (Bacteria, Archaea,

Eucarya) (Gregoire et al., 2009).

Les micro-organismes halophiles colonisent les environnements salins, ou la salinité
peut aller de la salinité de I'eau de mer (3%) aux solutions saturées (35% par exemple mer
morte, lacs et sols salins). Ces microbes peuvent également étre isolés des environnements

artificiels tels que les aliments salés (Antranikian, 2009).
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Figure 3: Exemple d’un écosystéme hypersalé : le lac Retba du Sénégal (Gregoire et al.,
2009).

I.3-Les sources hydrothermales

Lors de I’étude des sources hydrothermales, les scientifiques ont découvert que les
phénomenes d’extension et d’accrétion des plaques tectoniques étaient a I’origine de la
remontée de magma (=1200°C) et de roches du manteau supérieur (péridotites...etc.) a
quelques kilometres de profondeur du plancher océanique. Ces processus tectoniques et le
refroidissement du magma forment des anfractuosités au niveau de la cro(te océanique
(épaisse de 5 a 15 km) permettant I’infiltration d’eau de mer. La résurgence de ces poches
magmatiques et des roches du manteau supéricur est a I’origine de formation des systemes

hydrothermaux (Pillot, 2018).

L’origine des sources hydrothermales profondes est une conséquence de la dérive des
continents. La surface du globe est divisée en sept plaques de crolte terrestre principales
rigides et en une série de plaques, plus petites, qui sont en mouvements et s’écartent les unes
des autres. Ces plaques sont séparées par des dorsales divisées en de multiples segments
séparés par des zones de fracture. La zone de fracture est caractérisée par une tres forte
activité volcanique. La coulée de lave monte en surface, se refroidit et se solidifie. Ces sites
sont le siége des principales manifestations hydrothermales. 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 tres élevées (jusqu’a 400°C)
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puis, par d’autres fissures, remonte en surface. Ce fluide hydrothermal est riche en composés
réduits tels que H,S, CH*, NH*" ainsi qu’en éléments métalliques tels que Mn?*, Fe**, Li",
Cd* Cu* et Zn?* (Minic et al., 2006).

Basalte

O Sediments avec fer métallique
O Croite avec Magnésium-fer

Figure 4: Schéma de formation des sources hydrothermales acides en contexte basaltique ou
mixte (Pillot, 2018).

1.4. Les bactéries des sources hydrothermales

Autour des sources hydrothermales, la température varie selon un gradient fluctuant, ou
se retrouvent différentes populations de bactéries. Certaines se développent a la température
normale du fond des mers a environ 2°C (bactéries psychrophiles adaptées au froid), d’autres,
les mésophiles, a des températures moyennes (10-30°C), enfin, certaines souches, dites
thermophiles ou hyperthermophiles, se développent aux alentours de 60°C et 100°C
respectivement. La plupart des bactéries de ces écosystemes sont des Archaea. Dans les
écosystémes des sources hydrothermales profondes, on trouve des bactéries de type sulfo-
oxydantes (Beggiatoa, Pyrodictium, Thermococcus, Pyrococcus, Thiothrix), des bactéries
sulfatoréductrices (Archaeglobus), des bactéries méthanogénes (Methanococcus) ; et quelques
autres ayant des actions nitrifiantes, dénitrifiantes ou encore manganooxydantes (Minic et al.,
2006).
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I1.1-Notion des thermophiles

En fonction de leur température de croissance optimale, les bactéries sont classées dans
les quatre groupes suivants (plage de température de croissance optimale entre parentheses):
psychrophiles (5 a 20°C), mésophiles (15-45°C), thermophiles (45-80°C) et
hyperthermophiles (ou thermophiles extrémes) (80 °C) (Vieille et Zeikus, 2001).

Le mot «thermophile» est dérivé de deux mots grecs "thermotita” (qui signifie chaleur)
et "philia” (qui signifie amour). Les thermophiles sont des organismes qui aiment la chaleur,
qui tolérent non seulement les températures élevées mais en ont généralement besoin pour
leur croissance et leur survie. Un thermophile tel que défini de Brock (1978) est «un
organisme capable de vivre a des températures égales ou proches de maximum pour le groupe
taxonomique dont il fait partie. » (Mehta et Satyanarayana, 2013). Ces organisme peuvent
étre classés en thermophiles modéres (croissance optimale, 50-60°C), thermophiles extrémes
(croissance optimale, 60—-80°C) et hyperthermophiles (optimum de croissance, 80-110°C)
(Guptaet al., 2014).

Tableau 3 : Classification des micro-organismes thermophiles (Mehta et Satyanarayana,
2013).

Catégorie T opt (°C) Exemples

Tepidibacter , Clostridium , Exiguobacterium ,
Caminibacter , Lebetimonas , Hydrogenimonas ,
Nautilia , Desulfonauticus , Sulfurivirga , Caminicella
Modére 40 360 °C , Vulcanibacillus , Marinotoga , Caldithrix ,
Sulfobacillus , Acidimicrobium , Hydrogenobacter ,
Thermoplasma , Mahella , Thermoanaerobacter ,
Desulfovibrio

Thermophile

Methanocaldococcus , Thermococcus , Palaeococcus ,
Methanotorris , Aeropyrum , Thermovibrio ,
Methanothermococcus , Thermosipho ,

Extréme 60485 °C Caloranaerobacter , Thermodesulfobacterium ,
Thermodésulfatateur , Deferribacter , Thermosipho ,
Desulfurobacterium , Persephonella , Kosmotoga ,
Rhodothermus , Desulfurobacterium , Balnearium,
Acidianus , Thermovibrio , Marinithermus,
Oceanithermus , Petrotoga , Vulcanithermus ,
Carboxydobrachium , Thermaerobacter , Thermosul fi
dibacter , Metallosphaera

Thermophile

> 85 °C Geogemma , Archaeoglobus , Methanopyrus ,
Pyrococcus , Sulfolobus , Thermoproteus ,
Methanothermus , Acidianus , Ignisphaera ,Ignicoccus
, Geoglobus

Hyperthermophile

14
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Les thermophiles ont été isolés de différentes zones écologiques (par exemple, des
sources chaudes et mer profonde) de la terre. Les organismes les plus riches des températures
de croissance (103-110 °C) appartiennent aux genres Thermotoga maritime et Aquifex
pyrophilus présentent les températures de croissance les plus élevées de 90 et 95°C,
respectivement (Kumar et al., 2014). Les micro-organismes thermophiles peuvent étre
classés Gram positif ou Gram négatif, ils peuvent existent dans des conditions aérobies ou
anaérobies, et certains elles peuvent former des spores. En raison de leur importance accrue,
applications potentielles et rbles dans différents domaines scientifiques, ont concentré leurs
études pour découvrir de nouveaux genres et espéces a travers le monde (Yoneda et al.,
2013., Aanniz et al., 2015). Ils ont acquis une importance mondiale en raison de leur énorme
potentiel de production d'enzymes thermostables qui ont de larges applications dans les
secteurs pharmaceutique et industriel (Panda et al., 2013).

Les thermophiles contiennent une variété de mécanismes qui leur permettent de survivre
a des températures plus élevées aucun autre organisme ne peut prospérer (Singh et al., 2020).
En plus d'avoir des protéines membranaires thermostable, ces micro-organismes contiennent
également des protéines stabilisées, ADN et ARN (Ladenstein et Ren, 2006). De plus, les
études genomiques des thermophiles ont démontré que leurs I'évolution dépend du niveau de
variation héréditaire (c.-a-d taille genomique, mutations géniques, transcriptionnelle et
proteome (Singh et al., 2020).

11.2- Phylogénie des thermophiles

Les thermophiles sont principalement représentés dans domaine procaryote des
bactéries et des archées avec quelques eucaryotes capables de pousser jusqu'a 60°C. Des
thermophiles sont signalés dans les genres bactériens de Thermus, Bacillus, Clostridium,
Rhodothermus et Thermoanaerobacter avec les genres archéens de Methanobacterium et

Thermoplasma, Aquifex, Thermotoga et Hydrogenobacter (kumar et al., 2019).

11.2.1-Bactéries

Les bactéries sont omniprésentes et tres diverses. Ils peuvent survivre dans toutes sortes
d'environnements inhospitaliers. Les bactéries thermophiles sont des microbes qui habitent
principalement des sources chaudes, vivent et survivent a des températures supérieures a
70°C. lls ont été moins explorés en raison des difficultés d'isolement et de maintien de la

culture pure (Panda et al., 2013). Le défi majeur pour ces bactéries est la survie et la

15
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production d'enzymes thermostables et d'autres molécules bioactives a des températures
élevées (Alrumman et al., 2018).

Bacidries

Psyehrophiles Mésaphiles Hyperthermophiles Thermaophiles
ge développent se développent lewr témperature oprimale es s développent
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compdse entre 45 comprse cntre 63
er §3°0C er 85°C

Figure 5 : Classification des bactéries, selon leurs températures optimales de croissance
(Vieille et Zeikus, 2001 ; Demirjian et al., 2001).

11.2.2-Archaea

Les archées constituent un groupe de micro-organismes procaryotes qui constituent le
troisieme domaine phylogénetique de la vie avec le plus Bactéries et Eukarya bien connus.
Quelques années seulement Jadis, on pensait que les archées se limitaient principalement a
environnements extrémes et anoxiques, mais il a recemment été établi que la biodiversité
archéologique, abondante, la danse et les capacités métaboliques sont plus grand que le

supposeé précédemment (Casamayor, 2009).

De nombreuses especes cultivables thermophiles et hyperthermophiles appartiennent
aux deux principaux phyla (ou régnes) du domaine Archaea: les Euryarchaeota et les
Crenarchaeota. Le premier comporte des groupes physiologiques divers, parmi lesquels les
méthanogenes producteurs de méthane. Alors que le second contient les thermophiles les plus
extrémes (GOMRI, 2012).

11.3.3-Eucarya
La thermophilie chez les eucaryotes n'est pas aussi extréme que chez les procaryotes. En

général, les animaux multicellulaires et les plantes ne tolerent pas des températures dépassant
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50°C, et seules quelques espéces de mycétes et d'algues ont la capacité de prospérer a des
températures modérément élevées (~60°C) (GOMRI, 2012).

I1.4-La taxonomie et le métabolisme des thermophiles

Les thermophiles sont métaboliquement divers et incluent des phototrophes, des
chimiotrophes, des autotrophes et des hétérotrophes (Tableau 4). Dans les passages
hydrothermiques sous-marins, les fluides hydrothermiques contiennent des gaz tels que le
CO, et des éléments minéraux oxydo-réducteurs (H.S, S, Fe?") utiles pour les
chimiolithotrophes. Les hétérotrophes sont également présents, prospérant sur le carbone
organique produit dans cet écosysteme. La lumiére atteint les environnements
hydrothermiques terrestres et marins peu profonds, ce qui rend possible le développement des
phototrophes (Gomri et al., 2018).

Tableau 4 : Exemples de la diversité métabolique des thermophiles (Ferrera et
Reysenbach, 2007).

Processus Source Source de | Donneur | Accepteur Exemples
d’énergie | carbone | d’électrons | d’électrons
Photosynthese Lumiere CO2 H2S, S, CO2 Thermochromatium,
Anoxygénique S203%- Chloroflexus
Algues et
Photosynthese Lumiere CO2 H20 CO2 cyanobactéries,
Oxygénique Cyanidium,
Synechococcus
Oxydation du Chimique | CO2 H2S, S, 02, NO3- Aquificales, certaines
Soufre S203% Epsilonproteobactéries
Oxydation du Chimique | CO2 Fe2+ NO3- Ferroglobus
Fer
Réduction du Pyrobaculum,
Fer Chimique | CO2 H2 Fe3+ Pyrodictium,
Thermotoga
Oxydation Chimique | CO2 H2 02, S Aquificales, certaines
del’hydrogéne Epsilonproteobacteries
Aquifex, Persephonella,
Ammonifex,
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Dénitrification | Chimique | CO2 H2 Ferroglobus,
NO3- Pyrobaculum,
Pyrolobus
Réduction du Chimique | Organique | H2, S Thermococcales
Soufre /CO2 [CH2O] n
Chimique | Organique | H2, S04 Certaines
Réduction du /CO2 [CH20] n Deltaproteobactéries,
Sulfate Archaeoglobus
Organique | H2, Méthanogeénes,
Méthanogénese | Chimique | /CO2 [CH2O] n CO2 Methanocaldococcus
Moisissures, bacilles,
Fermentation Chimique | Organique | H2, [CH2O] n Clostridia,
[CH2O] n Thermococcales

11.4.1-Concernant la source de carbone

Outre I’aspect énergétique, les microorganismes ont besoin d’une source de carbone,

d’azote, de Phosphore, de Soufre et de macro et micronutriments pour la production des

différents constituants cellulaires via leur anabolisme. Concernant la source de carbone, on

distingue deux mécanismes d’assimilation L hétérotrophie et L’autotrophie (Pillot, 2018).

11.4.1.1-Bactéries thermophiles hétérotrophe

L’hétérotrophie est un mode de croissance ou les composés a teneur réduite en carbone

peuvent fournir tout le carbone biosynthese (Hooper et DiSpirito, 2013). Ce mécanisme

consiste a I'utilisation de carbone organique comme source de carbone. On trouve parmi ces

sources organiques des carbohydrates, des acides aminés, des acides gras, des alcools...etc.

Les communautés microbiennes thermophiles des fumeurs acides sont composées de

microorganismes hétérotrophes, tel que les
Deferribacterales, a-y- et 6-Proteobacteria (Pillot, 2018).

11.4.1.2-Bactéries thermophiles autotrophes

Firmicutes,

Thermales,

Thermotogales,

L’autotrophie, Ce mécanisme consiste a la fixation de carbone inorganique, tel que le

CO, CO2 et les ions carbonates HCO3 (Pillot, 2018). L'assimilation du CO2 par les

autotrophes est souvent associée au cycle de Calvin. Cependant, cette voie est peu fréquente
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chez les bactéries thermophiles et complétement absentes chez les archées (Figure 6). Des
voies alternatives d'assimilation du CO2 existent chez ces organismes et incluent la voie du
CoA, le cycle d'acide citrique réducteur, le cycle du 3-hydroxypropionate, et le cycle du 4-
hydroxybutyrate (Holden, 2009).

Thermophilic Chamollinalraphy | l

Thermophilic Chemoorganolrophy !

Thérmophille Phototrophy ]

Tempereturs )

Figure 6: Limites supérieures de température pour le métabolisme énergétique. Phototrophie,
Synechococcus lividus (bactéries, cyanobacteria) ; chimioorganotrophie, Pyrodictium
occultum (archée) ; chimiolithotrophie avec le soufre élémentaire comme donneur d'électrons,
Acidianus infernus (archée) ; chimiolithotrophie avec le fer ferrigue comme donneur
d'¢lectrons, Ferroglobus placidus (archée) ; chimiolithotrophie avec I’hydrogéne gazeux

comme donneur d'électrons, Methanopyrus kandleri (archée, 122°C) (Madigan et al., 2010).

11.4.2-Concernant la source d’Energie

Les microorganismes peuvent étre classés selon trois types de métabolismes
énergétiques différents en fonction de la source d’énergie utilisée : la phototrophie, la
chimioorganotrophie et la chimiolithotrophie (Pillot, 2018). Mais pour les thermophiles les

métabolismes les plus fréquentes sont la phototrophie et la chimiolithotrophie.
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11.4.2.1-Bactéries thermophiles phototrophe

Les microorganismes phototrophes utilisent 1’énergie lumineuse comme source
d’énergie grace a des pigments photosensibles (chlorophylle ou bactériochlorophylle). Ce
type métabolique est absent des sources hydrothermales profondes plongées dans 1’obscurité
(Pillot, 2018). Les organismes définis comme phototrophes sont capables d’activer de
maniere chlorique une chlorophylle interne a un potentiel réducteur plus faible. Ces
organismes nécessitent une source d'électrons externe, telle que H,O, pour biosynthese.

Les bactéries phototrophes peuvent utiliser des substances organiques ou réducteurs
inorganiques (par exemple, H, ou H,S) et sont appelés photoorganotrophes ou des
photolithotrophes, respectivement (Hooper et DiSpirito, 2013).

Les tapis microbiens souvent observés dans les sources chaudes neutres et alcalines sont
généralement formés par des bactéries phototrophes. Ces thermophiles formant des tapis
comprennent des phototrophes oxygénés, a savoir les cyanobactéries qu’ils contiennent de la
Chl a et phycobiline en tant que porc photosynthétique (et regardez vert foncé). Les
cyanobactéries sont principalement organismes oxygenique génétiques phototrophes qui
effectuent la photosynthese avec dégagement d'oxygene, comme les plantes supérieures et les
algues. Et l'autre groupe de bactéries phototrophes, appelées FAP. Les FAP contiennent des
bactériochlorophyll (s) comme pigments photosynthétiques et conduire la photosynthése sans

produire d'oxygene (Satoshi, 2003).

11.4.2.2-Bactéries thermophiles chimiolithotrophe

Un mode de croissance bactérienne dans lequel le substrat réducteur pour la production
d'énergie et pour la biosynthése est un inorganique ou un carbone unique compose, Ces
bactéries sont chimiololithotrophes. Ces micro-organismes chimiolithotrophes utilisent des
composés inorganiques réduits comme source d’énergie, tel que 1’H2, H2S, SO, Fe2+, Mn2+,
NO2-, CH4 (Pillot, 2018).

La chimiolithotrophie contraste avec I'organootrophie ou phototrophie dans laquelle la
génération d'énergie se produit par 1’oxydation de molécules organiques complexes ou

absorption de lumiere, respectivement (Hooper et DiSpirito, 2013).

11.5-Les biotopes écologiques des thermophiles

Les environnements thermophiles se caractérisent par une température élevée et la

diversité des habitudes telles que les bassins océaniques profonds, sources marines chaudes
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peu profondes, réservoirs de pétrole et eaux profondes évents hydrothermaux (Adiguzel et
al., 2009). Les sources chaudes sont parmi les endroits les plus chauds du monde, et ces
régions sont les principaux habitats des bactéries thermophiles (Sen et al., 2010), La
caractéristique attrayante ces sources est l'organisation compléte de I'écosystéeme et la
diversité des micro-organismes (Gomri et al., 2018) et la stabilité moléculaire des
composants biochimiques (Genc et al., 2015). Les températures sont souvent supérieures a
40°C. Dans ces conditions de vie les organismes doivent faire face a des températures
extrémes, I'numidité et la faible disponibilité des composés nutritionnels (Mohammad et al.,
2017).

11.5.1-Biotopes naturels

Des biotopes naturels pour la présence de micro-organismes thermophiles sont
distribués a I'échelle mondiale (Mehta et Satyanarayana, 2013). Ces sources naturelles
comprennent les plans d'eau chaude, les évents hydrothermaux (haute température), les zones
a basse température dans les régions arctiques, les océans, les sédiments origine marine
(Mazzoli et al., 2017).

La plupart des extrémes actuellement connus thermophiles et hyperthermophiles ont été
récupérés dans ces régions par approches dependantes de la culture et indépendantes de la
culture. Géothermie et volcaniques comprennent les fumerolles terrestres (par exemple, les
solfataras), les sources chaudes terrestres et geysers. Parmi les autres biotopes naturels, citons
le pétrole et le pétrole chauffés par géothermie revoir et sols / sediments chauffés par le soleil
(Mehta et Satyanarayana, 2013). Celles-ci les environnements varient en fonction des
caractéristiques géologiques et propriétés physico-chimiques, y compris les gradients de
température (Pandey et al., 2015).

La diversite des thermophiles dans ces sites a été attribuée a plusieurs facteurs tels que
la tempeérature, pH et niveaux de sulfure dhydrogene dissous (Purcell et al., 2007), la

biogéographie (Whitaker et al., 2003; Valverde et al., 2012) et I'histoire géologique
(Takacs-Vesbach et al., 2008).
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Figure 7 : Exemples de biotopes naturels des thermophiles. A. Cheminée d'un passage
hydrothermique sousmarin du Pacifique ; B. Octopus Spring, parc national de Yellowstone,
Etats-Unis ; C. Sources chaudes, Beppu, Kyushu, Chine ; D. Sources chaudes, Krafla,
N“amaskard, Islande ; E. Source chaude, Meskhoutine, Guelma, Algérie [A-B (Ferrera et
Reysenbach, 2007) ; C-D (Calteau, 2005) ; E (GOMRI, 2012)].

11.5.1.1-Biotopes marins

Les systemes hydrothermaux marins sont situés dans des profondeurs peu profondes et
abyssales et se composent de fumerolles, sources et évents en eau profonde " fumeurs noirs "
avec des tempeératures jusqu'a 400°C. En raison de la présence de gaz réducteurs, la plupart
des biotopes de thermophiles ne contiennent de I'oxygene et sont anaérobies. La plupart de
ces micro-organismes appartiennent a Archaea et sont capables de se développer a des point
d'ébullition de l'eau, la limite de température supérieure a vie semble étre entre 110°C et
130°C (Antranikian, 2009).

11.5.1.2- Biotopes terrestres

Les habitats thermiques tels que les sources terrestres ou cotieres sont caractérisés par
des températures comprises entre 50 et 90°C, larges gamme de pH et de concentrations
variables de sulfate, bicarbonate, sodium ou chlorure (Canganella et Wiegel, 2011). De plus,
ces habitats présentent de multiples micro niches, qui peut potentiellement étre habité par des
divers micro-organismes (Singh et al., 2016; Urbieta et al., 2015). Une source chaude est
une source produite par I'émergence de chaleur géothermique des eaux souterraines de la

croQte terrestre. Les systéemes géothermiques sont présents dans de parametres logiques et pas
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nécessairement liés au volcanisme. L'eau provenant d’une source chaude est soit chauffée par
la chaleur géothermique, c'est-a-dire la chaleur de l'intérieur de la Terre, dans une zone non
volcanique, ou en entrant en contact avec du magma (roche en fusion) (Mehta et

Satyanarayana, 2013).

Les sources géothermiques naturelles, y compris les sources chaudes terrestres, sont
largement réparties dans diverses régions de notre planete et offrent une nouvelle source de
micro-organismes fascinants aux propriétés uniques (Hreggvidsson et al., 2012; Deepika et

Satyanarayana, 2013; Saxena et al., 2017).

11.5.2- Biotopes artificiels

Les habitats thermopbhiles artificiels comprennent le drainage minier acide et les fluides
acides, tas de compost auto-chauffés, déchets biologiques et usines de traitement des déchets
(Les déchets sont des déchets qui ont été éliminés de maniére incorrecte, en particulier les
déchets qui ont été négligemment éliminés a la vue). Ceux-ci sont des habitats a température
relativement plus basse que les habitats naturels, et sont idéales pour lisolement des

thermophiles modéreés et extrémes (Mehta et Satyanarayana, 2013).

Une vaste gamme de thermophiles a été isolée de différents déchets anthropiques et
usines de traitement. Des micro-organismes ont été décrits dans diverses eaux sources, telles
que les eaux usées des installations industrielles, les fluides d'usine et les eaux usées usines de
traitement (Singh et al., 2020).

11.6-Les bases physiologiques des thermophiles

De nombreuses Bactéria et Archaea thermophiles et hyperthermophiles vivent au
contact et méme a I’intérieur des cheminées des sources hydrothermales profondes a des
températures pouvant excéder 100°C. L’adaptation de ces micro-organismes implique de
nombreuses modifications de leurs composants qui doivent résister et fonctionner a ces
températures. Cette adaptation moléculaire a été examinée au niveau des protéines et

enzymes, ainsi qu’a celui des membranes et des acides nucléiques (Robinson-Rechavi et al.,

2006 ; Kumar et al., 2000).

La structure et les activités cellulaires sont affectées par divers facteurs, dont la
température. Pour que tout microbe croisse a haute température, ses principaux composants, y

compris protéines acides nucléiques et lipides, doivent pouvoir résister a la chaleur. Par
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conséquent, les thermophiles ont accumulé diverses adaptations qui leur permettent de

prévaloir et de prospérer a haute températures (Mehta et Satyanarayana, 2013).

11.6-1-les lipides

Généralement, les bactéries et les eucaryotes contiennent des di-esters de glycérol et
deux chafines d'acyles gras, formant une membrane a double couche lipidique. Le maintien de
la structure membranaire a température élevée implique chez les bactéries une augmentation
du degré de saturation, de la longueur des chaines d’acides gras et du rapport de ramification
iso/antéiso. Une composition plus élevée en acides gras saturés a comme conséquence une
hydrophobicité plus forte contribuant a la stabilité des membranes aux températures élevées
(GOMRI, 2012).

En revanche, les lipides archéens sont constitués de deux chaines de phytanyles qui sont
liés par une liaison éther au glycérol ou a dautres alcools comme le nonitol. Ces lipides
diéther en C 20 forment également une bicouche membranaire, tout comme leurs homologues
bactériens et eucaryales faire. Dans certaines archées extrémophiles, les lipides ethérés
peuvent étre trouvés dans lequel les chaines de phytanyle sont fusionnées ensemble a un
Noyau C 40. Ces lipides sont appelés lipides tétraéther. Elles forment une monocouche dans

laquelle les lipides tétraéther couvrent I'ensemble membrane (Albers et al., 2001).

Headgroup Hydrophobic core Headgroup
| L1 L1 1
Ester bond
NN - 0O, HC-oH
ol e
NN AR O L HC=0H
A !l 8
CH,~0-P- o=,
o
HL=0=P=0=CHN,

B ",T‘O-C\)\/\/k/\)\/\J\/\r\/Y\/Y\/\r\c—o—!lﬂt ? nrl.-f-w
CH.OM ”"i-o-(\)\/\/k/\/k/vk/\r\/Y\/Y\/\‘/\c—(ﬁr CH, ",fl- oM

R 0=cx,

oH Ether bond

HO
OM

Figure 8 : Lipides des archées et des bactéries. A : Un lipide formant une bicouche dans
bactéries: Phosphatidylaéthanolamine (PE). La chaine acyle est droite (pas dans tous les cas:

chaine acyle au glycérol est via une liaison ester. B : Lipides formant une monocouche en
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thermoacidophiles archaea: principal glycophospholipide (MPL) de Thermoplasma acidophi-
lum. La chaine phytanyl contient des branches de type isoprénoide. Le con- La connexion de
la chaine phytanyle avec le groupe de téte se fait par une liaison éther. Les membranes
archéennes contiennent également des lipides diéther formant des bicouches. Certains les
tétraéthers acidophiles contiennent des cycles cyclopentane. (Albers et al., 2001).

11.6-2-les acides nucléiques

La super enroulement positif de I'ADN peut étre un facteur important de stabilisation de
I'ADN a hautes températures. De plus, les sels monovalents et divalents améliorent la stabilité
des acides nucléiques car ces sels criblent les charges négatives du phosphore des groupes de
phosphates et parce que KCI et MgCl, protégent I'ADN de la dépurination et I'nydrolyse
(Mehta et Satyanarayana, 2013).

Les thermophiles accumulent de larges quantités d'osmolytes variés qui contribuent a la
stabilisation de I'ADN en augmentant sa température de fusion. Ainsi, Pyrobaculum
aerophilum, Thermoproteus tenax, Thermoplasma acidophilum et des membres de I'ordre des
Sulfolobales accumulent du tréhalose, alors que Methanothermus fervidus et Methanopyrus
kandleri accumulent du 2,3-DPGc (GOMRI, 2012).

La paire d'acides nucléiques G — C est plus thermostable que les paires A—T ou A —U
en raison de la liaison hydrogene supplémentaire. Mais des rapports élevés de G et C ne se
trouvent pas dans les génomes de procaryotes thermophiles, bien que la thermostabilité ait été
correlée a une augmentation dans les paires G — C de leur ARNr SSU et ARN de transfert

(Mehta et Satyanarayana, 2013).

Plusieurs facteurs peuvent se combiner pour conférer une stabilite thermique a I'ADN
des thermophiles y compris des niveaux élevés de K +, ADN gyrase inverse, et I'histone ou

toute autre protéine (Mehta et Satyanarayana, 2013).

Dans le cas des acides ribonucléiques, la modification chimique (méthylation post
transcriptionnelle de I’ARNr et de I’ARNY) et les liaisons avec des composants stabilisants
extrinseques (sels et protéines like-histones) peuvent étre essentielles dans le maintien des
mécanismes de transcription et de traduction a des températures proches ou méme dépassant
celles de la dégradation des acides nucléiques (Tableau 5). Un contenu accru en G+C des
ARN de transfert et des ARN ribosomiques pourraient stabiliser les conformations actives
(GOMRI, 2012).
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Tableau 5 : Principaux facteurs responsables de la thermostabilité des acides nucléiques

(ADN et ARN) (Charlier et Droogmans, 2005).

ADN ARN (ARNt, ARNI)
- cyclisation - contenu accru en G+C
- superenroulement - polyamines ramifiés
- association protéines-nucléotides - affinité accrue des protéines ribosomales
- gyrase reverse -méthylation des bases
- concentrations élevées en sel - modifications post-transcriptionnelles
- polyamines linéaires accrues
- systémes uniques de réparation
- copies multiples du génome

11.6-3-les proteines
Les thermophiles subissent des effets destabilisateurs constants des températures
élevées. Pour conseiller effet néfaste de la température sur les protéines, les thermophiles

adoptent des stratégies caractérise différent des mésophiles.

Certaines des stratégies sont le remplacement d'Arg par Tyr, présence d’ions sulfates
(Trivedi et al., 2006), le type d’ions métalliques en tant que cofacteurs, la mines, chaperons,
substrat, flexibilité et ou rigidité des protéines (Vieille et al., 2001), mobilité des protéines
(Panasik et al., 2000) et pression due a I'habitat des grands fonds. A c6té de cela, taille de
proteine plus petite et un rapport de compacité plus élevé peut également influencer la
stabilitée des protéines (Trivedi et al., 2006). Cependant, certains rapports suggerent que le
rapport de compacité des protéines chez les thermophiles et les mésophiles n’est pas tres
différents (Kumar et al., 2000). Il apparait que ces stratégies sont importantes mais pas

universellement adopté par les procaryotes thermophiles.

Les études structurales de plusieurs protéines thermostables ont montré que certaines
caractéristiques sont fortement corrélées a la thermostabilité (Mehta et Satyanarayana,
2013). Un noyau hydrophobe permet d'exclure le solvant de I’intérieure région de la proteine,
ce qui la rend plus résistante au déploiement. Une augmentation significative dans la
proportion de codons NTN qui code pour les acides aminés hydrophobes non polaires acides

(isoleucine, leucine, méthionine, phénylalanine et valine) se sont avérés étre en corrélation
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avec l'augmentation de la température de croissance optimale pour la plupart des bactéries et
archées. Cela indique I'utilisation de I'hydrophobie pour stabiliser les protéines a haute
températures (Lieph et al., 2006).

Une teneur plus élevée en arginine et une reéduction du nombre total de matiéres
thermiquement instables résidus chimiques, tels que Cys, Lys, Met, Asn et GIn a été rapporté
pour les protéines thermostables. La stabilité des protéines peut également étre mulation de
potassium intracellulaire et de solutés tels que le 2,3-diphosphoglycérate (Mehta et
Satyanarayana, 2013).

Le nombre de résidus chargés aurait un impact sur la solubilité tandis que leur position
serait importante pour la stabilité. Il semblerait également que les ponts disulfures aient un
role important dans la stabilisation des protéines thermostables (GOMRI, 2012).

En plus de ces facteurs, certaines protéines auxiliaires, comme le chaperon moléculaire,
facilitent également la thermostabilité des protéines. Chaperonines (protéines de choc
thermique) fonction de repliement des protéines partiellement dénaturées. Les archées
hyperthermophiles produisent des classes spéciales de chaperonines qui fonctionnent
uniquement aux tempeératures de croissance les plus élevées (Mehta et Satyanarayana,
2013).

I1.7-Les besoins nutritifs des Bactéries thermophiles

Les besoins nutritifs des bactéries thermophiles sont différents a ceux des bactéries
mésophiles. En effet plusieurs auteurs ont noté un besoin particulier de vitamines tel que la
vitamine B1 (thiamine) et B2 (riboflavine), d’acides aminées tels 1’histidine et la méthionine
et aussi de calcium et de magnésium pour stimuler ou permettre la croissance des bactéries
(Larbi, 2015).

L’identification de facteurs physiologiques et environnementaux qui peuvent limiter une
croissance appropriée des bactéries thermophiles est importante pour le développement
d’applications industrielles (par exemple les enzymes, les métabolites) a partir de ces
microorganismes. En effet plusieurs réactions secondaires peuvent survenir a des
températures elevées. C’est le cas de la formation accélérée des produits de la réaction de
brunissement de Maillard a de telles températures. La réaction de Maillard est la réaction
entre des sucres réducteurs (par exemple le glucose) est des composés amino (par exemple les
acides aminés) (Hupé, 2008) et comme résultats la croissance d'Aeropyrum pernix est inhibée

par les composés formé entre les sucres réducteurs et la tryptone, il est possible que la
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croissance cellulaire est inhibée par la perte de nutriments disponibles capacité due a la
décomposition thermique des composants labiles (Kim et Lee, 2003). Une étude récente a
montré qu'une incubation prolongée du L- glutamate dans des conditions de culture avec S.
solfataricus a entrainé la conversion du L- glutamate en L -pyroglutamate et que le L-
pyroglutamate a agi comme un puissant inhibiteur de croissance de S. solfataricus (Park et
al., 2001). Ces données supportent I’idée que la formation chimique des milieux de culture a
des températures élevées soit un facteur déterminant pour la croissance efficace des
thermophiles (Larbi, 2015).

11.8-Application des thermophiles

Les bactéries thermophiles sont des microbes qui habiter des sources chaudes, vivre et
survivre a des températures supérieures 70°C. En raison de la croissance a des températures
élevées et des propriétés macromoleculaires uniques, les thermophiles peuvent posséder un
métabolisme éleve, physiquement et chimiquement des enzymes stables et croissance plus
faible mais produit final plus élevé et rendements que les espéces mésophiles similaires
(Tableaux 6, 7) (Haki et Rakshit 2003).
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Tableau 6 : Enzymes thermophiles et leurs réles potentiels (Mehta et al., 2016).

Microorganismes Enzymes Température Applications Références
d’activité
Pyrococcus woesei Alpha amylases | Topt. = 100 | Industrie sucriere et | Alqueres et al.,
°C amidon En traitement | (2007).
Thermococcus profundus | alpha-amylases | Topt. = 80 | Industrie sucriére et | Eichler (2001),
DT5432 °C amidon En traitement | Antranikian
et al., (2005).
Staphylothermus marines | Pullulanases Topt. = 90— | Industrie sucriére et | Eichler (2001),
105 °C amidon En traitement | Antranikian et
al., (2005).
Thermoplasma Glucoamylases | Topt. = 90 | Industrie sucriere et | Eichler (2001),
Acidophilum °C amidon En traitement | Antranikian
et al., (2005).
Pyrococcus woesei b- Topt. = 93 | Production de lait a Dabrowski et
galactosidases | °C faible teneur en al., (1998).
lactose
Pyrococcus furiosus Cellulases Topt. = 103 | Production d'alcool, | Antranikian et
Sulfolobales sp. °C industrie de fruits al., (2005).
Pyrodictium abyssi Xylanases Topt=100 Industrie du papier — | Egorova et
110 °C blanchiment de Ila | Antranikian
pate (2005), Eichler
(2001).
Humicola lanuginosa Lipases Topt. =65 ° | Les détergents a | Arima et al.,
souche Y-38 C lessive (1972)
Myceliophthora Laccases Topt. = 60 ° | Polymérisation du Chefetz et al.,
thermophila C phénolique (1998).
COMpOses aux
substances humiques
Myceliophthora Phytases Topt. = 42— | L'alimentation Wyss et al.,,
Thermophila 45°C animale (1999)
Penicillium duponti glucose-6- Topt. = 50 | Génération de Broad and
phosphate °C NADPH pour Shepherd
déshydrogénase réactions (1970).
biosynthétiques
Bacillus lichniformis Alcalase Topt. = 60 | Composant de soft Synowiecki
°C enrichi en protéines (2008).

boissons et aliments
diététiques, aide dans
la récupération des
protéines de viande,
poisson et crustaces
déchets de coquille
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Tableau 7 : Brevets récents sur les thermophiles et leurs applications potentielles (Mehta

et al., 2016).
Sujet Numéro et date Application Application
du brevet
Bioconversion en une seule étape de US2014 /0363869 | Bioconversion de Curvers et
. . n 2014 biomasse aux
bloc:flr_l:)urants utlllsgnt extréme biocarburants
bactéries thermophiles
Bactérie thermophile et utilisations des | US 8828238 B2 9 | Excellente capacité de Han et al.
protéines extracellulaires & partir de | | SePtembre 2014 | liaison aux ions (2014)
métalliques
Fermentation modérément US 8, 663,954 Modification génétique de | Van
Bacilles thermophiles sur saccharose | B2 4 mars 2014 | moderement souche Kranenburg
thermophile de Bacillus et al.
utiliser le saccharose (2014)
comme source de carbone
Biorestauration de persistant US 2014/0042087 | Dégradation des polluants | O'Driscoll
polluants organiques utilisant Al février organiques etal. (2014
- . 13, 2014
bactéries thermophiles
Bactéries productrices de phytase, et US 6, 180,390 B1 | Rdle dans l'alimentation Chu et al.
méthode de production de phytase 30 janvier 2001 animale, environnement (2001)
protection, nutrition
humaine et applications
sanitaires et industrielles
Procédé de production de US 5492828A 20 | Utilisé dans I'huile Eugene et
modifications Des micro-organismes février 1996 ameliorée récupération al. (1996)
o . . microbienne
pour I'huile, traitement a haute
température, pressions et salinité

Les micro-organismes thermophiles sont d’intérét particulier en tant que source de nouvelles
enzymes thermostables et de nombreux de ces micro-organismes thermophiles possedent des

propriétés pour une utilisation biotechnologique et commerciale.

Les thermophiles ont montré une énorme promesse en termes de leurs applications en
biotechnologie moderne. Certains des applications haut de gamme de ces thermophiles ont été
élucidée ci - dessous (Figure 9) (Mehta et al., 2016).

30



Revue Bibliographique Chapitre I1 : Les bactéries thermophiles

Figure 9 : Différentes applications de micro-organismes thermophiles (Mehta et al.,
2016).

Les thermophiles représentent une nouvelle frontiere pour la biotechnologie. Les
travaux de recherche sur ces organismes sont pour une grande part motivés par les
applications biotechnologiques (GOMRI, 2012). Les avantages d’utilisation des micro-
organismes thermophiles dans ces applications biotechnologiques sont répertoriés dans le
tableau 8 (Urbietaet al., 2014).
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Tableau 8 : Avantages de I'utilisation des thermophiles dans les applications

biotechnologiques (Urbietaet al., 2014).

Avantages de I"utilisation des thermophiles dans les applications biotechnologiques.

- Une activité métabolique élevée entraine une augmentation des taux de formation de
produits

- Inactivation ou élimination de microorganismes mésophiles contaminants / pathogenes

- Production de macromolécules et métabolites thermostables

- Les réactions métaboliques se produisent a la méme température élevée que les substrats
solubilisent

- Aucune étape de refroidissement requise apres 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 faibles des solutions améliorent
les vitesses de réaction

- Reécupération directe des produits volatils

- Une faible formation de masse bactérienne donne des rapports plus élevés de produit -
souhaité sur substrat assimilé et diminution de la production de déchets

- Enzymes thermostables express

11.9-Quelques travaux d’isolement des bactéries thermophiles

11.9.1-En Algérie

Les environnements chauds terrestres sont des ressources importantes pour l'isolement
des micro-organismes thermophiles. Peu d'études ont été faites sur la diversité microbienne
des sites géothermiques algériens. L'Algérie contient de nombreux environnements extrémes
non étudiés. Par exemple, plus de 240 sources géothermiques ont été enregistrées dans le nord
de I'Algérie mais les données sur leur biodiversité sont trés limitées. Ces sources pourraient
étre considérées comme naturellement bien protégées, renouvelables et des ressources quasi-
infinies (Fekraoui et Kedaid, 2005 ; Amarouche-Yala et al., 2014), mais peuvent, en
revanche, étre particulierement vulnérables aux contaminations microbienne due aux activités
humaines et a leur biodiversité pourrait étre considérablement affectée (Gomri et al., 2018).
Ces sources chaudes sont utilisées pour des fins thérapeutiques depuis I'Antiquité. Ils ont été
bien caractérisé en termes de leurs caractéristiques géologiques et géochimiques (Kedaid,

2007; Saibi, 2009), propriétés sur I'hydrogéologie, et composition physico-chimique (Arab et
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al., 2018). Cependant, peu d'études ont abordé l'analyse microbienne de ces sources chaudes
(Amarouche-Yala et al., 2015; Bouanane-Darenfed et al., 2011; Kecha et al., 2007).

Ces sources géothermiques d'Algérie ont été connues depuis I'Empire romain. lls se
situent principalement dans L'Algérie orientale et sont habitées par des organismes
thermophiles. Une étude a été réalisés dans ces sources comprennent les cyanobactéries
formant des tapis et des concreétions, les isolats ont été collectés a partir d'eau, de concrétions et
de nattes dans neuf sources chaudes avec des températures de I'eau allant de 39 a 93°C. Dix-
neuf morphotypes cyanobactériens différents ont été identifiés, dont les plus abondantes
étaient trois espéces de Leptolyngbya, accompagné de membres des genres Gloeocapsa,
Gloeocapsopsis, Stigonema, Fischerella, Synechocystis, Microcoleus, Cyanobacterium,
Chroococcus et Geitlerinema. Les analyses de diversité moléculaire étaient en bon accord
général avec l'identification classique et a permis la détection d'especes supplémentaires dans
trois sources avec des températures supérieures a 50°C. lls correspondaient a un clade de
Synechococcus et a des parents de l'intracellulaire calcifiant Candidatus Gloeomargarita
lithophora. Les sources les plus chaudes etaient dominées par des membres de Leptolyngbya,
cyanobacteries de type Synechococcus et Gloeomargarita, tandis que les Oscillatoriales
autres que Leptolyngbya, Les Chroococcales et les Stigonematales dominaient les

températures inférieures (Amarouche-Yala et al., 2014).

Une autre étude visait a la production et la caractérisation partielle d'un xylanase
thermostable d'une nouvelle bactérie anaérobie thermophile Caldicoprobacter algeriensis
souche TH7CL T isolée d'une source chaude de Hammam D'bagh (Guelma) (70°C) située au
nord-est de I'Algérie (Bouacem et al., 2014). Une autre bactérie anaérobie thermophile a été
isolée de cette source hydrothermale qui la source le plus chaud de pays, avec des
températures pouvant atteindre 98°C. Cette bactéries appartient aux Firmicutes, commande
les Clostridiales et présente traits phénotypiques, génétiques et phylogénétiques importants
avec son plus proche parent Caldicoprobacter oshimai famille des Caldicoprobacteraceae a
proposer comme roman especes de ce genre, les échantillons de cette étude ont été prélevés a
une altitude de 320 m dans la zone aquifére était proche de la surface (Bouanane-Darenfed
et al., 2011). Dans la méme source chaude de Debagh, une étude rapporte la premiere
tentative de décrire les communautés de bacilles aérobies. Parmi lesquels 41 bacilles aérobies,
thermophiles et halotolérants ont été isolés et sélectionnés sur la base de tests
morphologiques, physiologiques et biochimiques. L'analyse de la séquence d'’ADNr 16S a

révélé que le les isolats récupérés appartenaient a quatre genres bactériens dominés par le
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genre Bacillus représenté avec les especes B. mojavensis, B. licheniformis, B. subtilis, B.
atrophaeus, B.amyloliquifaciens et B.pimulus. Le genre Aeribacillus représenté par I'espece A.
pallidus, le genre Geobacillus représenté par l'espéce G. toebii, et le genre Hydrogenophilus
représenté par I'espece H. hirschii. Bien que l'analyse MALDI-TOF ait déterminé que les
isolats appartenaient au genre Bacillus qui contenait B. licheniformis, B. mojavensis, B.
subtilis, B. atrophaeus et B. pumilus (Arab et al., 2018).

Des échantillons d’eau et de sédiments prélevés a Hammam Ouled Ali et Hammam
Debagh, deux sources chaudes, plage de températures et une composition minérale trés riche,
situées dans la région de Guelma, au nord-est de I'Algérie, les isolats de I'eau et des sédiments
ont été caractérisés par des méthodes phénotypiques et moléculaires ont indiqué que trois
familles dominaient les deux sources chaudes: Planococcaceae, Bacillaceae et
Paenibacillaceae, une analyse basée sur les sequences d'ARNr 16S a révélé que ces souches
étaient affiliees aux genres Anoxybacillus, Bacillus, Brevibacillus et Geobacillus répartis entre

les deux zones chaudes ressorts (Gomri et al., 2018).

11.9.2-Dans d’autre pays

Des souches bactériennes thermophiles ont été isolées avec succes de différentes
sources chaudes en Arabie Saoudite, ont été obtenues a partir de trois sources chaudes: Al-
Majardah, Al-Khubah et Al-Ardah. Ces sources chaudes ont une plage de température de 50 a
70°C, et ont donc une grande chance de soutenir la survie des bactéries thermophiles
(Rehman et Shash, 2011).

L’identification moléculaire et I’analyse phylogénique des isolats prometteurs
sélectionnés a confirmé l'identité des isolats comme Bacillus aerius, Bacillus licheniformis et

Bacillus sonorensis, qui ont le potentiel de produire les enzymes cibles a-amylase, protéase et

lipase, respectivement (Alrumman et al., 2018).

Des sources chaudes jordaniennes étaient situées dans différentes villes et représentent
un thermophile modéré a thermophile (39,9-6°C), y compris Hammamat Ma'in, Zara Dead
Sea, Hammamat Afra, Al-Burbita et Al-Hemma, ont été choisie pour collecter I'échantillon
pour I’isolement des bactéries thermophiles. Le séquengage du L'ADNr 16S des isolats suivi
d'une recherche BLAST a révélé que neuf souches pouvaient étre identifiées comme Bacillus
licheniformis et une isoler sous le nom de Thermomonas hydrothermalis. 1l s'agit du premier
rapport sur l'isolement des espéces de Thermomonas des sources chaudes jordaniennes
(Mohammad et al., 2017).
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Prenant un autre exemple au Maroc dont la diversité des bactéries thermophiles a été
étudié dans quatre sources chaudes : Ain Allah (45°C), Abaynou (39°C), Moulay Yaacoub
(57°C) et Ain Jerri (39°C). Deux cent quarante (240) bactéries thermophiles ont été
récupérées, identifiées et caractérisé. Tous les isolats étaient Gram positifs, en forme de
batonnet, formant des spores et halotolérants. En se basant sur BOXALR-PCR et le
séquencage du gene de I'ARNTr 16S, les isolats récupérés étaient dominés par le genre Bacillus
(97,5%) représenté par B. licheniformis, B. aerius, B. sonorensis, B. subtilis (subsp. Spizizenii
et subsp. Inaquosurum), B. amyloliquefaciens (subsp. Amyloliquefaciens et subsp.
plantarum), B. tequilensis, B. pumilus et Bacillus sp. Seuls six isolats appartenaient au genre
Aeribacillus représenté par A. pallidus et Aeribacillus sp. Dans cette étude, B. aerius et B.
tequilensis sont décrits pour la premiére fois comme bactéries thermophiles (Aanniz et al.,
2015).

Des souches bactériennes thermophiles distinctes ont été isolées de la source chaude de
Soldhar dans la région de Garhwal, en Inde Himalaya, des échantillons d'eau et de sol ont été
préleves, les isolats ont grandi au cours d'une large gamme de températures (20—-100°C) et de
pH (5-10). Deux isolats ont été selectionnés pour le gene d'’ARNTr 16S analyse de séquence, et
a montré une similitude maximale et homologie la plus proche avec Geobacillus
thermocatenulatus et Geobacillus thermoleovorans, respectivement, ce qui indiquant que les
isolats de deux différents des échantillons (sol et eau) sont membres du genre Geobacillus.
Auparavant, une bactérie hautement thermostable Geobacillus stearothermophilus a été isolée

du méme site de source chaude (Arya et al., 2015).

Dans la montagne des Andes, la plus longue chaine de montagnes continentale du
monde, situé en Amérique du Sud, plusieurs sources thermales sont associées a des activités
géothermiques et volcaniques, Sept sources thermales situées au centre et a I'est des chaines
de ces montagnes ont été étudiées pour I’isolement des bactéries thermophiles anaérobies

produisant de I'nydrolyse enzymes.

Cette étude démontré que ces sources thermales contenaient diverses populations
microbiennes de thermophiles anaérobies comprenant différents groupes métaboliques de
bactéries, y compris des souches appartenant aux genres Thermoanaerobacter, Caloramator,
Anoxybacillus, Caloranaerobacter, Desulfomicrobium, Geotoga, Hydrogenophilus,
Desulfacinum et Thermoanaerobacterium avec des amylases, les protéases, lipases, estérases,
xylanases et pectinases ; par conséquent, les souches représentent une source prometteuse

d’enzymes a potentiel biotechnologique (Rubiano-Labrador et al., 2019).
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I11.1-Généralité sur les thermozymes

Les enzymes sont des biocatalyseurs & haut pouvoir catalytique et spécificité de la
strate / réaction. Ce sont des molécules recherchées pour processus industriels car leur
application conduit a la génération efficace de stéréoisomeéres purs, moins de réactions
secondaires, séparation plus facile des produits, et une charge environnementale moindre.
Leur utilisation est limitée par le fait que la plupart des enzymes fonctionnent dans des
conditions physiologiques ambiantes et étre inactive pendant les processus industriels
opeérationnels dans des conditions difficiles. Cela nécessite la recherche d'enzymes capables
de résister a des conditions opérationnelles extrémes (kumar et al., 2019). Au cours de la
derniere décennie, des efforts considérables ont été déployés dans la recherche sur la
biochimie et la physiologie des bactéries thermophiles. Les parametres moléculaires de
différents protéines, y compris les enzymes qui fonctionnent sous conditions extrémes, sont
toujours sous enquéte active (Pantazaki et al., 2002). Les enzymes de micro-organismes
croissant a des tempeératures élevées sont appelés thermozymes et considérés comme des
candidats idéaux pour les processus catalytiques fonctionnant a haute températures. Les
opérations de traitement a des températures élevées ont plusieurs avantages a savoir : vitesse
de réaction plus rapide, solubilité accrue des substrats, augmentation de la viscosité et

élimination de la contamination microbienne (Gomes et Steiner, 2004).

Depuis la découverte des thermophiles dans les années 1970 par Brock (Brock, 1985),
I'étude des micro-organismes thermopbhiles et hyperthermophiles est devenue un domaine de
recherche majeur. Une attention croissante est accordée a ces micro-organismes en raison de
leurs propriétés inhabituelles (Bruins et al., 2001). Les enzymes produites par les
thermophiles et les hyperthermophiles sont généralement thermostables (résistants aux
irréversibles inactivations a haute température) et thermophile (c'est-a-dire actif de facon
optimale a haute températures, entre 60 et 125°C) et sont connus sous le nom de thermozymes

(ou thermo-enzymes) (L.i et al., 2005).

Les micro-organismes thermophiles représentent sans équivoque une source précieuse
d'enzymes hydrolytiques hautement thermostables, avec de nombreux avantages pour les
applications biotechnologiques en raison de leur stabilité intrinseque globale et de leurs taux

de réaction élevés a des températures €levées (Vieille et Zeikus, 2001; Turner et al., 2007).

Les thermozymes peuvent étre purifiés facilement par traitement thermique lorsqu'il est
exprimé dans des hétes mésophiles. Cette facon de purification des enzymes thermostables

recombinantes est tout a fait satisfaisante pour de nombreuses applications industrielles.
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Additionnel l'avantage de certaines enzymes thermostables est diminué l'activité a basse
température et cette fonctionnalité¢ permet I’arrét de la réaction par simple refroidissement
(Vieille et Zeikus, 2001). Les thermozymes ne sont pas seulement plus thermostable, mais
aussi plus résistant aux produits chimiques que leurs homologues mésophiles, propriétés qui
les rendent extrémement intéressants pour un processus industriel (Pantazaki et al., 2002).
La résistance thermique des enzymes est déterminée par consommation d'énergie nécessaire a
la transformation des molécules de I'état plié a I'état déplié (Shiraki et al., 2001). Bien que
I'adaptation des thermozymes pour agir des températures élevées sont principalement
obtenues par échange de peu de résidus d'acides aminés et / ou leur localisation différente en
molécule, I'nhomologue thermostable et thermolabiles les enzymes sont similaires et ont le
méme mécanisme catalyseur (Vieille et Zeikus, 2001). Il est intéressant de noter que la
plupart des enzymes résistantes a la chaleur indiquent une activité maximale au-dessus la
température de croissance optimale des micro-organismes dont ils sont isolés (Synowiecki,
2010).

La principale raison de la sélection d'enzymes parmi les thermophiles est leur stabilite,
ce qui les rend attractifs pour plusieurs procédés industriels. 1l est non seulement leur
thermostabilité mais aussi leur plus grande stabilité sous d'autres conditions extrémes telles
gu'un pH élevé ou de faibles concentrations en eau utile dans de nombreuses applications. Ces
enzymes, en particulier celles qui sont actifs et stables a des températures allant jusqu'a
100°C, sont utilises pour étudier I'adaptation des proteines a des températures élevées et pour
mieux comprendre de la stabilité des protéines en général. Les enzymes des thermophiles et
des hyperthermophiles sont thermostables et n’affiche une dénaturation irréversible des
protéines qu’a haute température (Bruins et al., 2001). De plus, les thermozymes peuvent étre
utilises comme modeles pour comprendre la thermostabilité. Donc, [lidentification des
caractéristiques structurelles impliquées dans la stabilité des thermozymes est essentielle pour
description théorique des principes physico-chimiques contribuant a la stabilité des protéines
et pliage (Li et al., 2005).

Certains des thermozymes ont également montré une stabilité et une activité dans
d'autres conditions difficiles telles qu'un pH bas, une pression élevée et présence de sels et

peut étre jugée appropriée pour une conditions polyextrémes (kumar et al., 2019).
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I11.2-Les principales thermozymes
111.2.1-Enzymes de dégradation des hydrolases

111.2.1.1-Les amylases

L'amidon est l'une des sources de produits et d'énergie les plus abondantes sur Terre
(Berlemont et Gerday, 2011). Il est composé de deux composés de haut poids moléculaire
components, amylose (15-25%) et amylopectine (75-85%) (Pantazaki et al., 2002).
L'amylose se compose uniquement de polyméres de glucose liés par o-1,4, alors que
'amylopectine a également Liens a-1,6 (Bruins et al., 2001). La capacité d'utiliser I'amidon
comme énergie et source de carbone est largement répartie parmi la plupart sinon la totalité
des organismes. Les microorganismes thermophiles et hyperthermophiles croissent sur
I'amidon indique qu’ils possédent des enzymes dégradant l'amidon. Le thermozymes
impliqués dans la conversion de I'amidon en glucose, du maltose et des oligosaccharides a été
décrits (Pantazaki et al., 2002). Plusieurs enzymes sont impliquées dans la conversion de
I'amidon : les amylases endoactives et exoactives qui agissent principalement sur les liaisons
a-1,4 (Bruins et al., 2001). Les amylases sont l'une des enzymes industrielles les plus

importantes. (Aygan et al., 2008).

Les amylases sont des enzymes qui hydrolysent les molécules des grains d'amidon pour
donner divers produits, y compris les dextrines et des polymeéres progressivement plus petits
composes de glucose unites (Gupta et al., 2003). Bien que les amylases puissent provenir de
plusieurs sources, y compris les plantes, les animaux et les micro-organismes, les enzymes
microbiales répondent généralement aux demandes industrielles. Aujourd'hui un grand
nombre d'amylases microbiennes sont disponibles commercialement et ils ont presque
complétement remplacé 1’hydrolyse chimique de I'amidon dans la transformation industrielle
(Pandey et al., 2000).

Les amylases sont parmi les enzymes les plus importantes et sont d'une grande
importance dans la biotechnologie actuelle. Le spectre d'application de I'amylase s'est élargi
de nombreux autres domaines, tels que les domaines cliniqgue, médical et analytique,
chimiques, ainsi que leur application répandue dans la saccharification de I'amidon et dans le
textile, l'alimentation, industries de la brasserie et de la distillation (Pandey et al., 2000). L'a-
amylase détient aussi la part de marché maximale des ventes d'enzymes avec des applications
majeures dans l'industrie de I'amidon, boulangerie, analytique chimie, détergents a vaisselle

automatiques, désencollage textile, industrie des médicaments, des pates et papiers (Aygan et
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al., 2008).11 est souhaitable que les a-amylases soient actives aux températures élevées de
gélatinisation (100 & 110°C) et liquéfaction (80 & 90°C) pour économiser les processus par
conséquent, il y a eu un besoin et une recherche continue de a-amylases plus thermopiles et
thermostables (Burhan et al., 2003).

111.2.1.2-Les protéases

Les protéases microbiennes sont parmi les plus importantes enzymes hydrolytiques et
ont fait I’objet d’études approfondies depuis l'avénement de I'enzymologie (Gupta et al.,
2002).

Les protéases (EC 3.4.21-24) sont des hydrolases et sont les plus répandues utilisé
parmi les enzymes industrielles. 1ls sont principalement produits a partir de micro-organismes
qui représentent une excellente source denzymes en raison de leur grande diversité
biochimique et de leur sensibilité a la manipulation génétique. En effet, les proteases
microbiennes representent environ 40% du total des ventes mondiales d'enzymes (Belmessikh
et al., 2013). Ils sont divisés en exopeptidases et endopeptidases selon leur spécificité vis-a-
vis des liaisons peptidiques terminales ou non terminales. Ils sont classes comme sérine
proteases, protéases aspartiques, cystéine protéases et métalloprotéases en fonction de la

nature de la groupe fonctionnel sur le site actif (Pantazaki et al., 2002).

Les protéases sont des molécules physiologiquement importantes et leur synthese est
répandue chez les plantes, les animaux et différentes souches de bactéries, champignons et
levures. Une excellente source de protéases sont les micro-organismes, et parmi eux la grande
attention a recu des bactéries thermophiles et les archées classées en catégories modeérées ou
thermophiles et hyperthermophiles extrémes, en croissance de maniére optimale a 50 - 60°C,
60 - 80°C ou 80 - 113°C respectivement (Synowiecki, 2010).

Les protéases thermostables comme les autres enzymes des micro-organismes
thermophiles et hyperthermophiles (souvent appelés thermozymes) présentent un intérét
particulier des applications car ils sont stables et actifs au niveau températures supérieures a
60-70°C. De plus, ils sont plus résistant que leurs homologues mésophiles a solvants
organiques, détergents, pH bas et élevé et autres agents dénaturants. L'utilisation de protéases
a un niveau supérieur températures est bénéfique, car la forme dépliée de substrat protéique
est mieux sensible a l'alambic protéase thermostable active. Il en résulte des activités
spécifiques plus élevé pour les protéases provenant de thermophiles et optimisation de

certains processus industriels, notamment avec les enzymes qui sont actives a des
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températures proches 100°C. La résistance aux solvants organiques fait les proteases
thermostables utiles pour la synthese de peptides de poids moléculaire, réalisés en milieu
réactionnel a faible teneur en eau (Synowiecki, 2010).

Les protéases sont généralement produites a l'aide de souches thermophiles appartenant
au genre Bacillus (Haaki et Rakshit, 2003). Un exemple d'une telle enzyme est la
thermolysine, un métalloprotéase neutre isolée de Bacillus stearothermophilus avec une demi-
vie de 1 h a 80°C. La pyrolysine, sérine protéase qui atteint une activité maximale a 100°C a
été isolé d’archéon hyperthermophile Pyrococcus furiosus130292 (Synowiecki, 2010).
Autres exemples de puits les protéases résistantes a la chaleur caractérisées sont des
subtilisines d’Origine Bacillus. Certaines souches Thermus, par exemple, Thermus aquaticus
et Thermus thermophilus peuvent étre utilisé comme source d'aqualysine de type subtilisine
sérine protéase thermostable. Cette enzyme est sécrétée comme zymogene activé dans le
milieu de croissance par autolyse (Pantazaki et al., 2002). Autre enzyme protéolytique
provenant de souches Thermus est du zinc dépendant de I'ATP protéase qui catalyse la
libération de petits peptides (Pantazaki et al., 2002).

Les protéases thermostables sont avantageuses dans certains applications car des
températures de traitement plus élevées peuvent étre employés, entrainant des vitesses de
réaction plus rapides, une augmentation solubilité des réactifs et produits non gazeux, et
réduit incidence de contamination microbienne par des organismes mesophiles. Les protéases
sécretees par les bactéries thermophiles sont donc un intérét particulier et sont devenus de
plus en plus utiles dans une gamme d'applications commerciales (Nascimento et Martins,
2004).

Les protéases, également appelées hydrolases peptidyl-peptidiques, sont d'importantes
enzymes industrielles, responsables pour environ 60% de toutes les ventes d'enzymes, et sont
utilisés largement dans une variété d'industries, y compris les détergents, attendrissement de la
viande, fabrication du fromage, épilation, cuisson, brasserie, la production d’aides digestives
et la récupération d'argent a partir de pellicules photographiques (Reddy et al., 2008). Ces
enzymes ont de nombreuses applications dans la production industrielle de différents articles,
y compris les aliments, produits pharmaceutiques, cuirs et réactifs de diagnostic. Ces enzymes
ont également été utilisées pour les déchets gestion et récupération de I'argent (Amoozegar et
al., 2007).
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111.2.1.3- Les cellulases

La cellulases est une famille d'enzymes qui hydrolysent (-1,4-liaisons glucosidiques
dans la cellulose native et dérivée substrats (Bajpai, 2009). La cellulose, est la source
d’énergie renouvelable la plus abondante dans I’environnement (Azadian et al., 2017). Qui
un glucide complexe (CgH100s)n, c'est-a-dire composé d'unités de glucose, forme les
principaux constituants de la paroi cellulaire dans la plupart des plantes, et est important pour
la fabrication de nombreux produits, tels que le papier, textiles, produits pharmaceutiques et
explosifs (Bajpai, 2009).

Les cellulases jouent un réle important dans la production de biocarburant de deuxieme
génération a partir de la biomasse lignocellulosique. Outre leur utilisation pour la production
de biocarburants, les cellulases sont utilisées dans I'industrie textile pour le ramollissement du
coton et la finition du denim et sur les marchées des détergents pour le soin des couleurs, le
nettoyage et l'anti-redéposition dans les poudres a laver. Les cellulases peuvent étre utilisées
dans l'industrie des pates et papiers avec des hémicellulases pour améliorer le drainage et le
fonctionnement des machines a papier et pour ameéliorer le désencrage des fibres recyclées
(Vyas et Lachke, 2003; Pandey et al., 2013; Yadav et al., 2015c).

Une nouvelle application des cellulases dans I'industrie textile est l'utilisation de
Denimax ® (Novo Nordisk) pour la " biostoning " des jeans au lieu de la pierre classique en
jean délavé. Autre aussi significatif les applications des cellulases comprennent le
prétraitement des biomasses cellulosiques et cultures fourrageres pour améliorer la nutrition
qualité et digestibilite, saccharification enzymatique des déchets agricoles et industriels et
production de fines produits chimiques. En raison des limites des ressources fossiles, des
enzymes de dégradation de la lignocellulose robustes joueront un réle dans le développement
de technologies biosourcées pour production durable de carburants et de produits chimiques
(bioraffinerie) (Antranikian, 2009).

111.2.1.4-Les xynlases

Les xylanases font partie de la classe des enzymes glycosidases, qui est divisé en
plusieurs familles différentes sur la base de la séquence de leurs domaines catalytiques, ce qui
se traduit par une structure tertiaire partagée et fonction. Selon cette classification, la plupart
des xylanases peuvent étre trouvée dans la famille des glycosides hydrolases 10 (GH10) et la
famille 11 (GH11), bien que certains appartiennent a d'autres familles (Nguyen et al., 2018).

Le substrat naturel des xylanases est le xylane, un complexe, hautement polymere
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ramifié formé de sous-unités de xylose a substituants multiples. C'est le principal composant
de I'némicellulose, qui a son tour est une fraction importante de la paroi cellulaire végétale.
Compte tenu de sa nature complexe, plusieurs activités enzymatiques sont nécessaires a sa
dégradation compléte, ce qui pourrait expliquer pourquoi de nombreuses familles diverses de
xylane dégradant les enzymes se trouvent dans la nature, toutes avec des specificités
différentes (Basit et al., 2018 ).

L'hydrolyse du xylane utilisant des enzymes telles que les xylanases offre une
alternative viable a I'nydrolyse chimique car elle est de nature tres spécifique en plus d'étre un
processus respectueux de I'environnement (Verma et al., 2015).

Toutes les xylanases actuellement disponibles dans le commerce des fournisseurs ne
peuvent que partiellement remplir les criteres. Les xylanases de micro-organismes
thermophiles modérés sont rapidement dénaturé a des températures supérieures a 70°C
(Antranikian, 2009).

Ces derniéres années, les xylanases ont fait l'objet d’intéréts de recherche mondiaux en
raison de leur potentielle application en biotechnologique dans divers processus industriels.
Les utilisations commerciales suggérées des xylanases impliquent la conversion du xylane,
qui est présent dans les déchets de l'agriculture et l'industrie alimentaire, en xylose. La
xylanase peut également étre utilisée pour la clarification des jus, I'amélioration de la
consistance de la biere et I'amélioration de la digestibilité des matieres premiéres chimiques
(Binetal., 2012).

La xylanase a également été largement utilisée dans les secteurs de I'énergie, de
l'alimentation, de I'alimentation animale, de la médecine, de la fabrication du papier et du
textile (Demain et al., 2005; Yadav et al., 2015c).

111.2.1.5-Lipases et estérases

Les enzymes lipolytiques sont membres de l'hydrolase o / p famille et comprennent
deux groupes d'enzymes, de vraies lipases (EC 3.1.1.3 triacylglycérol lipases) et estérases
(EC 3.1.1.1 carboxylestérases), qui different par leurs propriétés biochimiques. Les deux
types catalysent le clivage hydrolytique d'une liaison ester entre un acide carboxylique et un
groupe alcool dans l'eau. Il existe plusieurs criteres pour distinguer les vrais lipases et
estérases. lls different par la préférence du substrat. Les estérases hydrolysent uniquement les
chaines courtes (<12 atomes de carbone), les esters d'acides gras solubles dans l'eau et les

lipases montrent une préférence pour les esters d'acide gras a longue chaine (= 12 atomes de
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carbone (Lopez-Lopez et al., 2014). Les lipases peuvent étre aussi distinguées des estérases
par le phénomene d'activation inter faciale, qui n'était servi pour les lipases. Alors que les
estérases obéissent aux Michaelis Cinétique mentale, les lipases ont besoin d’une minimum
concentration du substrat avant d’observer une activité ¢levée (Bornscheuer, 2002). De plus,
les lipases préférent substrats insolubles dans I'eau, généralement des triglycérides composé
d’acides gras a longue chaine, tandis que les estérases hydrolyser totalement les esters
«simples» (par exemple l'acétate d'éthyle) et habituellement, seuls les triglycérides contenant
des acides gras plus courts que C6. Les deux enzymes se sont montrées stables et actif dans
les solvants organiques, mais cette caractéristique est plus prononcée avec des lipases
(Bornscheuer, 2002).

Lipases sont des Enzymes thermostables isolé principalement de micro-organismes
thermophiles ont retenu l'attention en raison de leur potentiel applications commerciales en
raison de leur stabilité inhérente et vitesses de réaction élevées a haute températures
(Demirijan et al., 2001). En plus les lipases thermostables jouent un réle important dans
I'industrie utilises a des températures dépassant 50°C (Sharma et al., 2002). Beaucoup de
lipases thermostables ont été purifiées et caractérisées pour utilisations industrielles dans les

détergents et traitement des eaux usées domestiques (Abdel-Fattah et al., 2008).

Dans le domaine de la biotechnologie industrielle, les lipases et estérases gagnent
également une attention croissante en raison de leur application en biosynthése organique. En
solution aqueuse lls catalysent le clivage hydrolytique des esters pour former l'acide et l'alcool
constitutifs, alors que dans les solutions organiques la réaction de transestérification est

favorisée (Antranikian, 2009).

111.2.2-Enzymes de manipulation des acides nucléiques

111.2.2.1- ADN polymérases

Depuis Il'isolement par T. Brock au milieu des années 1960, de la bactérie thermophile
Thermus aquaticus d'une source chaude dans le Parc national de Yellowstone, quelques
années plus tard, la Tagq polymérase rendue célébre par son utilisation intensive dans la PCR,
développée au milieu des années 1980 par K. Mullis, R. Saiki, et ses colléegues, de nombreux
autres ADN polymérases thermostables ont été caractérisées et sont couramment utilisées,
non seulement dans la réaction de PCR, mais aussi depuis Séquencage d'ADN par la méthode

des didésoxynucléotides de Sanger. Les ADN polymérases thermostables présentent une
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diversité considérable au niveau de leur séquence des acides aminé (Berlemont et Gerday,
2011).

Les ADN polymérases comprennent une famille des enzymes responsables des
informations cellulaires. Elles sont présentes dans tous les organismes vivants. Toutes les
ADN polymérases catalyser, en présence dions Mg  lincorporation de
désoxyribonucléoside-5 ' -monophosphates en 3’ -hydroxyle terminaison d'un brin d'’ADN en
croissance, l'opposé brin complémentaire servant de modele. (Pantazaki et al., 2002).

La premiére PCR décrite la procédure a utilisé le fragment de Klenow de 'ADN d’E.
coli polymérase I, qui était thermolabile et a d0 étre ajoutée au cours de chaque cycle suivant
la dénaturation et l'amorce, étapes d'hybridation. L’introduction d'ADN thermostable
polymérases dans la PCR a facilité I’automatisation du traitement une mauvaise partie

cyclique de la procédure (Antranikian, 2009).

111.2.2.2-ADN ligases

En raison de leur importance physiologique et de leur potentiel biochimique, les ADN
ligases provenant de nombreux organismes vivants ont été etudiés depuis que ’enzyme a été
disséminée couvert en 1968. L'identification de ces enzymes est également un sujet de
recherche fondamentalement intéressant, et ces ADN ligases thermostables, qui maintiennent
I'activité catalytique pour la réaction de coupure pendant la température cycliques, y compris
I'étape de dénaturation thermique des ADN duplex (90-100°C) (Ishino et Ishino, 2013).

Les ADN ligases different en deux propriétés importantes: Le premier est la source
d'énergie (ATP ou NAD) (Pantazaki et al., 2002). Ils sont classés en deux familles, selon le
cofacteur requis pour la formation d'adénylate de ligase, dépendant de 'ATP ADN ligases
(EC 6.5.1.1) et ligase des dépendantes de NAD p (CE 6.5.1.2) (Rolland et al., 2004) et la
seconde est leur capacité a ligaturer les extrémités franches. La ligature des extrémités
cohésives est généralement effectuée a basse température (12—-15°C) pour maintenir un bon

équilibre entre recuit des extrémités et activité¢ de I’enzyme.

Des études récentes ont révélé la présence d'ADN ligases thermostables dans 23
Thermus souches. L'avantage de ce enzymes est que effectuant la réaction pres du point de
fusion des amorces, la spécificité de la réaction de ligature augmente considérablement
(Pantazaki et al., 2002).
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Les ADN ligases jouent un réle essentiel dans I'ADN cellulaire réplication,

recombinaison et réparation. Elles sont présente universellement dans les eucaryes, les

bactéries et les archées (Rolland et al., 2004).

I11.3-Application des thermozymes

Les propriétés exceptionnelles des thermozymes sont adaptées aux industries qui

utilisent des températures élevées, comme la pate et industries du papier, de I'alimentation, du

brassage et de la transformation des aliments pour animaux.

Les enzymes thermophiles ont joué un réle des rdles importants non seulement au

niveau industriel (Tableau 9), mais aussi en applications pharmaceutiques nécessitant

I’utilisation d’aldolases spécifiques pour la synthése composés énantiopurs (Falcicchio et al.,

2014).

Tableau 9 : Rapports récents sur les macromolécules produites par des thermophiles

ayant des applications biotechnologiques connues ou potentielles (Urbietaet al., 2014).

Macromolécule Thermophile / Activité Industrie / Référence
Source bioprocédés
Thermozymes
Aldolase Sulfolobus solfataricus, | Formation de liaisons Industrie Falcicchio
S. acidocaldarius, CC stéréosélectibes pharmaceutique et al., (2014)
Thermoproteus texas,
Hypertermus butilicus
G6PD, 6PGD, Geobacillus
R5PI, stearothermophilus , Oxydation du glucose | Pile a combustible | Zhu et al.,
enzymatique (2014)
autres™ Moorella thermoacetica
, Thermotoga maritima
Hydrogénase Pyrococcus furiosus Etape finale de Production accrue | Woodward
I'oxydation du glucose de biohydrogéne | et al., (2000)
par oxydant cycle du
pentose phosphate
Pullulanase Thermotoga neapolitana | Hydrolyse des liaisons Production de Kang et al.,
a-1, 6-glucosidiques biocarburants (2011)
a-amylase Clone non cultivé Hydrolyse de I'amidon & | Production de Jabbour et
(nettoyage haute température biogaz al.,(2013)

métagénomique)

et une concentration
élevée en NaCl

Endoxylanase

Acidothermus

Clivage B-1, 4-xylane

Production de

Barabote et

cellulolyticus biocarburants a al., (2010)
partir de
lignocellulose
Chitinase Sulfolobus tokodaii Hydrolyse de la liaison | Biomédical, Staufenberger
B-1, 4-glycosidique dans | pharmaceutique, et al., (2012)

Chitine

alimentaire et
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Protéase Meiothermus ruber Hydrolyse de la kératine | Dégradation des Kataoka et al.,

kératinolytique plumes (déchets (2014)

Complexe industriels)

Protéase Communauté Dégradation des déchets | L'industrie du cuir | Abraham et
microbienne de I'état de cheveux provenant de al., (2014)
solide la tannerie
réacteur de fermentation

Lipase Geobacillus sp. Hydrolyse de divers industries de la Gudiukaité

substrats lipidiques production, du et al., (2014)

Biocarburants,

cuir et de la pate a

cosmétiques ou parfums | papier
Thermostable Bacillus pumilus Dégradation de I'huile Traitement de Saranya et al.,
acide lipase de palme I'nuile de palme (2014)
contenant
les eaux usées
Carboxylestérase | Geobacillus Hydrolyse de I'ester Agriculture, Soliman et al.,
thermoleovorans carboxylique alimentaire et les | (2014)
industries
pharmaceutiques
Biosurfactants Aneurinibacillus Réduction de la tension | Agriculture,
Thermostable de | thermoaerophilus superficielle de I'eau alimentaire et
type lipopeptide pharmaceutique,
Biosurfactant industries du
pétrole et du
papier / pate a
papier
Type glicolipide | Alcaligenes faecalis Diminution de la tension | Industrie Bharali et al.,
biosurfactant superficielle a I'air-eau pétroliére (2011)
interface, améliorer
I'émulsification
Lipopeptides Bacillus licheniformis, Mobilisation du pétrole, | Industrie Joshi et al.,
cycliques B. subtilis, B. subtilis amélioration de la pétroliére (2008

récupération du pétrole

I11.4-Stabilité des thermozymes

La stabilité des thermozymes et des mésozymes a révélé certains facteurs importants

contribuent a la stabilité remarquable des thermozymes, mais il n'y a pas de mécanisme

universel unique qui favorise la stabilité. Les mécanismes moléculaires de la thermostabilité

sont variés et dépendent de l'enzyme spécifique. Les facteurs contribuant a la stabilité

comprennent les interactions des intermolécules supplémentaires (par exemple liaisons

hydrogene, interactions électrostatiques, interactions hydrophobes, liaisons disulfure, liaison

métallique) et une bonne structure conformationnelle générale (c'est-a-dire plus rigide,

emballage compact; libération de contrainte conformationnelle; stabilité de I'hélice a; entropie
réduite de déploiement) (L. et al., 2005).
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Les principaux facteurs qui contribuent a la stabilité des enzymes thermophiles sont :
L’augmentation du pairage ionique, l’augmentation des interactions hydrophobes (par
exemple a linterface des sous unités), une diminution du ratio surface/ volume,
I’augmentation du nombre de ponts disulfures et hydrogénes, une diminution des contraintes
conformationelles et une stabilisation des boucles. Tous ces éléments sont intimement reliés

par un dernier facteur trés important : la composition et le changement au niveau d’acides
aminés spécifiques (Hupé, 2008).
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Partie expérimentale Matériel et Méthodes

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

département de faculté des sciences a 'université de Dr Yahia Fares Méd¢a.

I.1-Sources thermales étudiées

Les échantillons (eau et sédiment) utilisés au cours de notre étude ont été prélevés
pendant le mois de Mars 2020 aux différents sites hydrothermaux dans les Wilayas de
MEDEA et BOUIRA.

1.1.2-Source thermale de MEDEA (Hammam Essalihine)

Ce hammam est ’'un des plus importants Hammmams thermaux de la wilaya de Médea.
Se trouvant & 6 km de Berrouaghia et & 30 km du chef-lieu de wilaya (Médéa), il s’alimente
en eaux thermales a partir de cinq sources, a raison d’un débit de 3 litres a la seconde. La
chaleur de ses eaux naturelles atteint la température de 41°C, a la sortie de la source. La
composition chimique des eaux de Hammam Essalihine est d’un intérét thérapeutique certain,

notamment pour les maladies de la peau, les maladies respiratoires.

Figure 10: localisation de site d'étude: Hammam Essalihine- MEDEA sur la carte
géographique.
1.1.3-Source thermale de BOUIRA (Hammam K’sana)
La station thermale de Hammam K’sana, sise a I’est de la commune d’El Hachimia, a
20 km au sud de la wilaya de Bouira et dans le prolongement ouest de la chaine marno-
calcaire des Bibans. Sa minéralisation est essentiellement sulfurée sodique a faible teneur en

gaz sulfureux. Son débit est de 8 litres/seconde et sa température de 64° C.
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La source thermale de Hammam Ksana fait I’objet de nombreux témoignages sur ses

vertus thérapeutiques et sa fréquentation depuis les temps les plus reculés.

Figure 11: localisation de site d'étude: Hammam Ksana -BOUIRA sur la carte géographique.

La richesse et la haute température de ces sources permanente sont des conditions
physico-chimiques seraient favorables a la prolifération de types variés de microorganismes

thermophiles.

1.2. Echantillonnage

1.2.1- Prélévement des échantillons

A partie des déférents sites hydrothermales de notre étude, les deux types d’échantillons
sont prélevées dans des conditions aseptiques pour garder la qualité et la viabilité des germes

étudiés.

1.2.1.1-Eau

La méthode de prélévement des échantillons d’eau sont réalisées manuellement dont il
s’agit de prolonger directement les flacons en verre stérile de 250 ml a une profondeur de

15-20 cm de surface des sources.

Les deux flacons sont remplis jusqu’au bord et sont ouverts et bouches sous 1’eau afin
d’éviter la formation des bulles d’air, et sont aussi remplis en prenant soin de ne pas toucher

I’intérieur du flacon, du bouchon et le filetage.
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La mesure in situ de la température est réalisée, a I’aide d’un thermométre.

Tableau 10 : Les températures des sources thermales étudie

Hammam Essalihine de Hammam K’sana de

Médéa Bouira.

Température 48 C° 58 C°

1.2.1.2-Sédiment
La récupération des échantillons des sediments sont récoltées depuis le fond des sources
hydrothermales a 1’aide d’une spatule stérile, les prélévements ainsi recueillir dans des boites

en plastiques stériles et boucher a des conditions aseptiques.

1.2.2-Transport et conservation des échantillonnes

Pour faciliter le travail tout en évitant les erreurs Les échantillons prélevés sont
clairement identifiés. Chaque flacon a porté une étiquette indiquant : le numeéro du point de
prélevement, date et heure. Puis tous les prélevements sont transportés dans une glaciére

dont la température est comprise entre 4 °C et 6 °C.

1.3- Enrichissement des isolats
Iml d’eau et 10g de sédiment sont placées séparément dans 90ml de BN, ensuite
incubé a 60 °C pendant 3j dans un incubateur a agitation. Les cultures positives sont

traduites par I’apparition des troubles.

Cette etape permet la répartition des bactéries thermophiles rechercher et rétablir la

capacité a former des colonies.

|.4-1solement des bactéries thermophiles

Pour préparer la suspension meére :

> Du sédiment : 1g de I’échantillon est dissout dans 9 ml d’eau physiologie stérile
(Annexel).une homogeénéisation de la suspension est effectuée pendant quelques
minutes a I’aide d’un agitateur vortex.

» D’eau: 1 ml de I’échantillon est mise dans 9 ml d’eau physiologie stérile (Annexel).
Une légére homogeénéisation de la solution est effectuée pendant quelques minutes a

’aide d’un agitateur vortex.
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A partir des solutions méres des deux types d’échantillon (eau et sédiment), une série

des dilutions 10, 10% et 10 sont préparés dans de ’eau physiologique stérile.

Pour I’isolement des bactéries thermophiles 100 pl de chaque solution meére et de
chaque dilution de deux échantillons (eau et sédiment) sont ensemencés par strie a la surface
des boites de pétri contentent les 3 milieux gélosé qui sont le milieu TTM, le milieu T162M et
le milieu MT162M a I’aide des pipettes pasteur stériles. Les boites incuber a 60 °C avec des

observations quotidiennes jusqu’au I’apparition total des colonies.

I.5- Purification des isolats

Apres incubation et développement des différents isolats de chaque milieu, environ une
dizaine de colonies d’aspect différent est prélevée et purifiée par des repiquages successifs
jusqu’a I’obtention de clonies pures dans chaque boite de Pétri sur le méme milieu

d’isolement.

1.6- Conservation des isolats

Les souches pures présentant des aspects differents ont eté conserveées :

1.6.1- A long terme : sur des tubes Eppendorff contentent un volume 800 ul de BN
additionné de 200 ul de glycérol a -20°C.

1.6.2- A court terme : par pigeure centrale sur des micro-tubes contentent la gélose nutritive
TTM a 4 °C pendant une durée de 3-6 mois.

|.7-1dentification des isolats
1.7.1-Caractérisation morphologique et culturale

1.7.1.1-Examen macroscopique
L’aspect macroscopique des colonies est déterminé aprés croissance sur milieu solide.
C’est une description directe faite sur boites d'isolement, permettant au moins une distinction
des souches les unes des autres afin de les purifier. Elle permet de déterminer 1’aspect
macroscopique des colonies (forme, aspect, couleur, contour, taille, etc.) (Badis et al, 2005).

L’identification macroscopique des bactéries se fait apres leur croissance.

1.7.1.2- Examen microscopique

L’observation microscopique s’effectue a ’aide d’un microscope optique.
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1.7.1.2.1-Coloration de Gram

La tache de gramme est I'une des taches les plus importantes pour les bactéries. Nommé
apres Hans Christian Gram qui a développé la méthode en 1884, la coloration de Gram
permet de distinguer les bactéries Gram-positives et Gram-négatives sur la base de différences
coloration avec un complexe cristal violet-iode et une contre-coloration de safranine. Les
parois cellulaires des organismes Gram-positifs conservent ce complexe apres traitement a
I'alcool et apparaissent pourpre, tandis que les organismes gram-négatifs se décolorent apres
un tel traitement et apparaissent rose (Coico, 2005). Ces deux comportements résultent d’une
différence fondamentale de composition et de structure de la paroi. Contrairement a la paroi
des bactéries a Gram négatif, celle des bactéries a Gram positif interpose une barriére
empéchant la décoloration par I’alcool du cytoplasme qui est le siége de la réaction
(HAYETTE et al., 2010). (Voir Annexe 3)

1.7.2-Caractérisation biochimique

1.7.2.1-Test de Catalase
Certaines bactéries produisent I'enzyme catalase qui facilite la détoxication cellulaire.
La catalase neutralise les effets bactéricides du peroxyde d'hydrogene (Wheelis, 2008) et de

sa concentration dans les bacteries été corrélée avec la pathogeénicité (Mahon et al., 2011).

Dans 1893, une publication de Gottstein a attiré I'attention sur la catalase bactérienne, ce

qui en fait I'une des premieres enzymes bactériennes a décrire (Reiner, 2010).

L'enzyme catalase sert a neutraliser les effets bactéricides de peroxyde d'hydrogene
(Wheelis, 2008). La catalase accélére la dégradation de peroxyde d'hydrogéne (H,O;) en eau
et oxygene (2H,0; + Catalase — 2H,0 + O,). Cette réaction se manifeste par la formation
rapide de bulles (Reiner, 2010).

Le principe de ce test consiste a mettre en contact une colonie de l'isolat en présence

d'eau oxygénée. (Joffin et Leyral, 2006 ; Tankeshwar, 2013). (Voir Annexe 4)

1.7.2.2-Test d'oxydase
Le cytochrome oxydase est une enzyme qui intervient a la fin de la chaine respiratoire.
Elle permet la fixation de I’hydrogene et des électrons sur ’oxygene. Sa production est mise
en évidence par des disques « Ox» imprégnés d’oxalate N-N-diméthylparaphénylene. (Joffin
et Leyral, 2006 ; Delarras, 2014). (Voir Annexe 5)
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1.7.2.3-1dentification des especes par Galeries API
La galerie APl 20E est un systeme 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 I’identification bactérienne des Enterobacteriaceae

et autres bacilles a Gram negatif.

La galerie APl 20E comporte 20 micro-tubes contenant des substrats sous forme
déshydratée. Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne. Les réactions produites
cependant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés
par I’addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a I'aide du Tableau de Lecture et
I'identification est obtenue a I'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification
(Voir Annexe 6).

1.8-Mise en évidence d’activités hydrolytiques extracellulaires

1.8.1-Amylase
La recherche de [Iactivit¢ enzymatique de [I’amylase est déterminée par
I'ensemencement des souches sur gélose a amidon (Annexe 2) apres les boites sont incubées
a 45°C pendant 48h. Aprés culture bactérienne les colonies sont recouvrent par une solution
de lugol. Un résultat positives se traduits par la formation d’une zone claire autour des
colonies qui signifié la présence de I’activité amylatique et le résultat négatif se traduit par

une couleur brune autour de la culture.

1.8.2-Protéases
L’activité protéolytique est examinée par l'ensemencement des souches sur gélose au
lait (Annexe 2). L’incubation est effectuée pendant 1 a 2 j a 40 °C-45°C. Un résultat positive
st traduite par ’apparition d’un halo clair autour des colonies qui signifie la présence de la
Protéases alors que 1’absence de ce halo signifie un résultat négative et donc 1’absence de

protéase.

1.8.3-Cellulase ou xylanase
La recherche de cellulase ou xylanase est effectuée par I'ensemencement des souches
sur un milieu de base supplémenté par 0,5% (p/v) de CMC (Annexe 2). Puis incuber a 45°C
pendant 48h, apres incubation les cultures sont recouvrent par la solution de rouge congo a
0,1% (p/v) (Annexe 1) et placées pendant 15 a 30 min a 55°C. Aprés ’incubation la

premiére solution est remplacée par une solution a 1M de NaCl et les boite sont laissées
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pendant 5 @ 10 min & température ambiante. La présence de cellulase ou de xylanase se

traduits par la formation de zones claires autour des colonies.

1.8.4-Lipase et estérase
La recherche d’estérase est effectuée par le test d’hydrolyse des Tweens 20 et 80 alors

que celle de Lipase est effectuée par ’hydrolyse de I’huile d’olive.

1.8.4.1-Hydrolyse des Tween 20 et 80
La présence d’estérase est confirmée par I'ensemencement par puits des souches sur un
milieu de base contenant 1% (v/v) de Tween 20 ou de Tween 80 (Annexe 2). Apres
incubation pendant 1 a 3 j a 40°C, I’apparition de zones claires autour des colonies signifie

un résultat positives et par la suite la présence d’estérase.

1.8.4.2- ’hydrolyse de I’huile d’olive
La recherche de Lipase est examinée par l'ensemencement par puits des souches sur un
milieu de base additionné de 2,5% (v/v) d'huile d'olive stériliseé separement (Annexe2).
Apreés incubation pendant 1 a 3 j a 40°C, un résultat positif se traduit par apparition de zones

claires autour des colonies.
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I1.1-1solement et purification des isolats

Au cours de cette étude, deux prélévements d’eau thermale sont effectuées 1'une de
Hammam Essalihine de wilaya de MEDEA et ’autre de Hammam K’sana de wilaya de
BOUIRA.

L’enrichissement des prélévements de deux sources sur le BN incubé a 60°C pendant 3 j
montré que ces deux sources sont riches par une population bactérienne qui se traduits par

I’apparition d’un trouble sur le BN.

L’isolement qui été effectué par ’ensemencement des isolats sur les 3 milieux gélosés :
rsuccessive sur le milieu TTM sont montrés la croissance des différentes souches par

I’apparition des premiers colonies apres 3j d’incubation.

L’enrichissement et I’isolement sont permis d’isolées et identifiés 25 souches dont 16
souches isolés au niveau de Hammam Essalihine de MEDEA et 9 souches au niveau de
Hammam K’sana de BOUIRA, ces souches sont désignés selon un code se forme de lettre
(A,B,C,D.....).

I1.2-1dentification des isolats

11.2.1-Observation macroscopique
Apres 3 jours d’ensemencement des souches sur les 3 milieux de culture gélosé et
incubation a 60°C, toutes les souches sélectionnées sont des bactéries a des aspects différents,

L’observation macroscopique de ces souches, a permis de dégager des aspects difféerents.

Sur le milieu TTM : 7 colonies sont isolées a partir de Hammam Essalihine de MEDEA, ces
colonies ont des aspects de plats, blanches certains sont transparents et crue, leur surface est
lisse ou rigoureuse dans certains cas, et pour la source de Hammam K’sana de BOUIRA les

colonies présentent d’aspect de bouton ou de fleur, blanche ou marron avec une surface plate.

Sur le milieu T162M : pour les 2 sources étudiées, les colonies présentes sont caractérises
par des aspects plats, blanches ou transparents, lisse et bombé et des colonies se forme de

stries rose dans la source de Hammam K’sana de BOUIRA.

Sur le milieu TM162M : sur cette milieu les colonies sont blanche ou marron ou

transparente, bombe.

Un autre aspect de colonie qui creuse la gélose est présent dans tous les milieux pour les

prélevements de la source de Hammam K’sana de BOUIRA.
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Les résultats macroscopiques des isolats sont resumeés dans le tableau 11 et la figure 12 pour
Hammam Essalihine de MEDEA et dans le tableau 12 et la figurel3 pour Hammam K’sana
de BOUIRA.

Tableau 11 : Aspects macroscopiques des colonies bactériennes isolées a partir de Hammam
Essalihine de MEDEA

Milieux Observation macroscopique

de culture

-Colonies plate, blanches. Photo E (figurel2).

-Colonies plate, blanch.Photo J (figurel2.).

TT™M -Colonies crue. Photo L (figurel2).

-Colonies blanches, transparents. Photo M (figurel2).
-Colonies rigoureuse. Photo N (figurel2).

-Colonies blanche, plate, centre blanche. Photo O (figurel2).

-Colonies lisse, bouton au centre. Photo P (figurel2).

-Colonies blanche clair, contour transparent. Photo A (figurel2).
T162M | -Colonies plats, blanche. Photo B (figurel2).

-Colonies petites, blanche, lisse, bombée. Photo G (figurel?2).

-Colonies blanche, lisse. Photo C (figurel2).

-Colonies blanche. Photo D (figurel2).

TM162M | -Colonies petite, transparent, centre boutonné. Photo F (figurel2).
-Colonies blanche. Photo H (figurel2).

-Colonies blanche. Photo I (figurel?2).

-Colonies petite, bombeé. Photo K (figurel2).
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Figure 12 : Aspects macroscopiques des colonies bactériennes isolées a partir de Hammam
Essalihine de MEDEA.
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Tableau 12 : Aspects macroscopiques des colonies bactériennes isolées a partir de Hammam
K’sana de BOUIRA.

Milieux Observation macroscopique

de culture

-Colonies qui creusent la gélose. Photo T (figurel3).
TT™M -Colonies d’aspect de bouton, marron. Photo R (figurel3).
-Colonies blanche, grande, plate. Photo W (figurel3).
-Colonies d’aspect de fleur. Photo X (figurel3).

-Colonies qui creusent la gélose. Photo T (figurel3).

-Colonies transparent, centre boutonné. Photo U (figurel3).
T162M | -Colonies se forme de stries rose. Photo V (figurel3).
-Colonies petites, blanche, un peu bombé. Photo G’ (figurel3).

-Colonies blanche avec alter de transparente. Photo Q (figurel3).
TM162M | -Colonies marron, enfoncée dans la gélose. Photo S (figurel3).
-Colonies qui creusent la gelose. Photo T (figurel3).
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Figure 13 : Aspects macroscopiques des colonies bactériennes isolées a partir de Hammam
K’sana de BOUIRA.
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Conclusion et perspectives

Les extrémophile sont des microorganismes trés important dans la biotechnologie
récente dues a leurs potentialités fonctionnelles. Les bactéries thermophiles sont la classe la
plus étudiées parmi les extrémophile en raison de leur thermostabilités et la haute potentiel a
produire des biocatalyseurs extracellulaires qui sont trés appliquées dans plusieurs domaines

et donne une attention considérable dans les communautés industrielles.

L’isolement et I’identification des bactéries thermophiles productrices des thermozymes
constituent I’objectif de cette étude. Ces bactéries ont été isolées a partir des échantillons
d’eau et de sédiments prélevés des deux sources hydrothermales a deux régions différentes :
Hammam Essalihine dans la région de wilaya de MEDEA et de Hammam K’sana dans la
région de wilaya de BOUIRA.

Au cours de notre étude on a peut faire I’isolement des souches qui ont été effectué sur
3 milieux gélosés: TTM, T162M et TM162M spécifique pour 1’isolement des bactéries
thermophiles. Et en copmte faire I’identification de ces souches par des tests biochimiques et
la galerie APl 20E et aussi on veut faire la mise en évidence des activités enzymatiques par 7
milieux gélosés additionnés des différents substrats spécifiques pour chaque enzyme :
amidon, caséine, carboxymethylcellulose, Tween 80 et I’huile d’olive, pour la détermination

des activités amylolytique, protéolytique, cellulolytique et lipolytique respectivement.

En effet cette recherche a permis I’exploitation d’un biotope extréme (Hammam
Essalihin et Hammam K’sana). Ces sites thermaux abritent une microflore particuliére
possedent un optimum de tempeérature. Les thermophiles possedent des activités intéressantes
pour la biotechnologie de différentes industries attendant une étude détaillée des isolats pour
renfoncer leur potentiel, une optimisation supplémentaire des parametres de croissance pour

une activité enzymatique extracellulaire optimale peut étre realisée pour une bonne rentabilité.
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Annexe 1 : Solutions
e I’eau physiologique

Chlorure de SOOIUM. ... e e e e 99
BaU diStIlIEE ...t — 1000ml

e Rouge Congo a 0.1%

(e[0T 0o T 0.1g
Bau distille. ... 100 ml

Annexe 2 : Milieux pour les tests enzymatiques

e Gélose a ’amidon

Poudre de Jait ..o e 059
Eau distillée .....oeoniei e, 50 mi
N P 02¢g

Stériliser a I’autoclave 15min a 115 °C.

e Milieu CMC

CMOC e 20g
EXIFait de JeVUIE. ..ot e 5¢
N P 15¢g

Eau distill€..... oot 1000
pH=5

e Milieu de base contenant 1% (v/v) de ou de Tween 80

e Milieu de base additionné de 2,5% (v/v) d'huile d'olive

MU T M. e e e 100ml
LThuile AP 0lIVe. ..o 2,5ml
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Annexe 3 : coloration de Gram
+* Réactifs
> Violet de gentiane

VIOl de QeNtIaNe. .. ..t 19
AlCOOl BthyliQUE @ 95%0 ... 10ml
PRENOL ... e 20
Bau distill@e. ... ..o 100ml

» Lugol de Gram

1OAUIe dE POLASSIUM ...ttt e e et et e e ee e 19
0 L 19
BaU ISt .. ... 300ml

> Fuschine de ziehl

FUSCNING L. s 19
AICOOI BTNYHIGUE 8 95%0.......e et b 10ml
Phénol ajoutes a 100ml d’eau distillée............o.oiuiiriiiiiiii e 5¢

% Préparation du Frottis

e Sur une lame de microscope, déposer une goutte d’H,O.

e A laide d'une anse stérilisé (passant sous le bec benzéne), toucher une colonie pour
prélever des bactéries.

e Déposer ce prélevement au milieu de lame, puis passer la lame dans la petite flamme
du bec bunsen pour fixer a la chaleur.

e Déposer quelques gouttes de solution de violer de gentiane (cristal violer) sur le
frottis fixé.

e Laisser agir 1 min, puis rincer a l'eau.

e 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 brievement a I'H20.

e Verser goutte a goutte l'alcool sur la lame inclinée obliqguement. Surveiller la
décoloration (5 a 10 s). Rincer avec I'eau. L'alcool pénétre dans la bactérie. La
coloration au violet de Gentiane disparait. Les bactéries décolorées sont des bactéries

Gram-. Si lI'alcool ne traverse pas la paroi, on est en présence de bactéries Gram+.
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e Contre-colorer en déposant la solution de safranine (rose) pendant 1 min. Ce colorant

permet de visualiser les bactéries Gram- décolorées a I'étape précédente. Cette

coloration moins forte que le violet n'affecte pas la couleur des Gram+.

e Laisser sécher a l'air.

e Observer au microscope (grossissement 40x puis grossissement 100x avec une goutte

d'huile a immersion).

Annexe 4 : Test de Catalase

0,

% Technique

Déposer sur une lame une goutte d’eau oxygénée (peroxyde d’hydrogene) a ’aide

d’une pipette Pasteur.

Prélever une colonie a I’aide de 1’anse.

Dissocier la colonie dans la goutte.

Observer immédiatement.

s 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 a I’aide d’une pince flambée.

Déposer une goutte de réactif sur le disque non imprégne.

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 I'identification

Test Groupements Réactions /Enzymes Résultats
active Négative Positive
ONPG | Ortho-nitro- Béta-galactosidase Incolore jaune
phényle-B-D-

Galactopyranos
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ide
ADH Arginine Arginine déshydrolase | Jaune Rouge
LDC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangeé
OoDC Ornithine Orthine décarboxylase | Jaune Rouge
/orange
CIT | Sodium citrate Utilisation de citrate Vert Bleu-
vert/orange
H2S Thiosulfate de Production de H 2S Incolore Noir
sodium
URE Urée Uréase Jaune | Rouge/orange
TDA Tryptophane Tryptophane Jaune Marron
désaminase
IND Tryptophane Production d’indole | Incolore Rose
VP Pyruvate de Production d’acétoine VP1+VP2
sodium Incolore Rose
/rouge
GEL Gélatine Gélatinase Pas de Diffusion
emprisonnant diffusion de de
de charbon pigment pigment
noir
GLU Glucose Glucose Bleu /bleu Jaune
Fermentation vert
Joxydation
MAN Mannitol Fermentation Bleu /bleu Jaune
Joxydation vert
INO Inositol Fermentation Bleu /bleu Jaune
Joxydation vert
SOR Sorbitol Fermentation Bleu /bleu Jaune
/oxydation vert
RHA Rhamnose Fermentation Bleu /bleu Jaune
/oxydation vert
SAC Sucrose Fermentation Bleu /bleu Jaune
/oxydation vert
MEL Milebiose Fermentation Bleu /bleu Jaune
/oxydation vert
AMY Amygdaline Fermentation Bleu /bleu Jaune
/oxydation vert
ARA Arabinose Fermentation Bleu /bleu Jaune
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/oxydation vert
NO 3- GLU tube Production de NO2 Jaune Rouge
NO2 réduction au stade N2. | NIT 1+NIT 2, 2-3 min.




