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Introduction 

Introduction 
La survie et la croissance des microorganismes vivants sont régies par de nombreux 

facteurs physicochimiques de l'environnement, chaque organisme étant défini et 
caractérisé d'après des paramètres spécifiques qui sont nécessaires à sont développement 
(Postec, 2005). 

L' extremophilie désigne l'aptitude de ce11ains organismes à se développer dans des 
conditions physiques et chimiques défavorables pour la plupai1 des organismes vivants 
(Lefebvre, 2006). Ainsi les microorganismes extrêmophiles se développent de façon 
optimale dans les conditions extrêmes de température, de pH, de salinité, de pression 
hydrostatique ou de radiations ionisantes, ces microorganismes sont alors qualifiés 
respectivement de : the1mophiles, psychrophiles, acidophiles, alcalophiles, 
halophiles ... etc.(Postec,2005). 

Paimi les domaines les plus étudiés de l ' extêmophilie se trouvent la haute 
température « the1mophilie » (Lefebvre, 2006). L'étude de cette de1niere est un sujet 
« très actuel » à la pointe de la technologie et intéresse aussi bien la recherche 
fondamentale que industrielle qui recherche des microbes capables de dégrader des 
polluants marins ou des effluents toxiques, de synthétiser des biopolymères utilisables 
pour l'extraction pétrolière, des métabolites originaux pouvant constituer de nouveau 
médicaments, et en fin des enzymes thermostables destinées à nombreux procédés 
industriels comme les protéases, les cellulases, et les amylases . . . . (Leduc-Lebaleur, 
1991). 

L' objet de ce traité est précisément de fournir une introduction équilibrée à la 
the1mophilie, dont la phylogénie, l'habitat, les mécanismes d'adaptation et les 
applications biotechnologiques et industrielles sont les principaux titres étudiés. 





Chapitre 1 Les microorganismes thermophiles 

1 - Les microorganismes thermophiles 
1-1- Définition 

La relation des microorganismes vivants à la température a longtemps été 
considérée en biologie comme un élément de base de classification. Quatre groupes 
majeurs sont définis selon la température optimale de croissance : les psychrophiles, qui 
ont des températures optimales inférieurs ou égale à l 5°C, les mésophiles qui poussent de 
façon optimale entre 20 et 45°C, les thermophiles qui poussent de façon optimale entre 
55°C et 60°C et en fin les hyperthermophiles qui ont une température optimale de 
croissance supérieure ou égale à 80°C (Figure 1) (Madigan et al. , 2003) . 
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Figure 1: Effet de la température sur les taux de croissance de microorganismes types: 
psychrophile, mésophile, thermophile et deux hyperthermophiles différents. Leurs optima 
de température respectifs sont indiqués sur le graphique (Madigan et al. , 2003) 

Les microorganismes thermophiles , du grec thermê = chaleur, philein = aimer, sont 
des organismes qui peuvent vivre et se multiplier à des températures de 55°C ou plus, 
leurs minimum est situé autour de 45°C avec des optimums entre 55°C et 65°C (Prescott 
et al., 2003). La plupart peuvent être considérés comme des thennophiles modérés, 
d'autres sont considérés comme hyperthermophiles car ils sont capables de croître à des 
températures très élevées au dessus de 100°C (Perry et al. , 2004 ). Les champignons 
thermophiles ont une température minimale de croissance de 20°C, une température 
maximale autour de 61°C et une température optimale entre 45 °C et 55°C(Maheshwari et 
al., 2000). 

Brock (1978) a proposé de fixer la limite de thermophilie au dessus de 60 °C en se 
basant sur deux arguments : 

1. Les températures plus élevées sont généralement associées à des activités 
géothermales et industrielles. 

2. Certains invertébrés peuvent survivre à des expositions à des températures proches 
de 100°C mais ne peuvent croître au delà de 50°C, le monde thermophile serait 
alors strictement procaryote (Postec, 2005). 
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Chapitre 1 Les microorganismes thermophiles 

Tableau 1 : Températures cardinales de certains microorganismes thennophiles 

Microorganisme Température (°C) Référence 
Bactéries Minimale Optimale Maximale 
Bacillus stearothermophilus 30 60-65 75 
Pyrococcus abyssi 67 96 102 
Pyrodictium occultum 82 105 110 
Pyrolobus fumarii 90 106 113 (Prescott et 
Sulfolobus acidocaldarius 60 80 85 al. , 2003) 
Synecoccus eximius 70 79 84 
Thermoplasma acidophilum 45 59 62 
Thermus aquaticus 40 70-72 79 

Champignons 
Chaetomium thermophilum 45-55 58-61 

-

Chrysosporium fer gus zï 50 
-

60 (Maheshwari 
Penicilluim dupontii 45-50 

-
60 et al. , 2000) 

Thermoascus aurantiacus 49-62 61 
-

.., 

.) 



Chapitre 1 Les microorganismes thermophiles 

1-2- Phylogénie des microorganismes thermophiles 
Les microorganismes ont été traditionnellement classés selon des caractères tels que 

la morphologie et la physiologie, ce qui ne permettait pas d'établir des relations 
d'évolution entre les différents groupes microbiens. L ' introduction à la phylogénie basée 
sur l'analyse des séquences d'acides nucléiques en systématique microbienne à permis 
une classification des microorganismes en terme d' évolution et une clarification des 
lignées phylogéniques entre elles et des niveaux taxonomiques (espèces, genres, 
famille .. . etc.). · De plus les travaux de phylogénie moléculaire sont à l' origine d' une 
avancée scientifique majeure datant de la fin des années 1970 : la découverte des archées 
par« Carl Woese » en 1977 (Postec, 2005) . 

La présence des thermophiles dans les branches les plus profondes de l' arbre du 
vivant conduit à l'hypothèse selon la quelle la vie aurait émergé d' environnements 
chauds (Figure 2) (Perry et al., 2004). 
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Figure 2 : Arbre phylogénétique universel issu d' une analyse comparative de séquences 
de gènes ribosomiques. Ces données soutiennent la discrimination entre les trois 
domaines, deux d' entre eux contenant des représentants procaryotes (Bacteria et 
Archaea). L ' enracinement représente la position supposée du dernier ancêtre commun 
universel. Les groupes phylogénétiques contenant des membres thermophiles ou 
exclusivement thermophiles sont indiqués en lignes pointillées (Postec, 2005) 
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Chapitre 1 Les microorganismes thermophiles 

1-3- Sources et habitats des microorganismes thermophiles 
Les écosystèmes naturels des microorganismes thermophiles sont pour les plupaii 

très hostiles, insupportables pour tout autre organisme vivant parfois incompatibles a 
toute activité biochimique et voire a l'existence même des molécules biologiques, 
certains milieux sont caractérisés par des températures qui dépassent largement le point 
d'ébullition d'eau (> 110°C), pH très con-os if par son acidité très basse (pH <3) et une 
pression hydrostatique phénoménale suffisante pour maintenir l'eau a son état liquide 
nécessaire a toutes formes de vie (Bousseboua, 2005). 

Les plus important biotopes thermophiles naturels ; les plus souvent associés a une 
activité volcanique ; sont les sites géothermiques ten-estres comprenant des sources 
chaudes alcalines et les solfatares ; les environnements hydrothermaux marins côtiers et 
abyssaux (Postec, 2005). Les microorganismes thermophiles peuvent être isolés aussi des 
milieux industriels comme les rejets de mines, les tas de compost ..... (Vielle et Zeikus, 
2001). 

1-3-1- Les biotopes hydrothermales 
Les fontaines en fonne de cheminée d 'où s'échappe un fluide hydrothermale a des 

températures comprises entre 200°C et 350°C, il est dépourvu de toute matière organique 
mais contient d' importantes quantités de sulfures métalliques et principalement du 
sulfure de fer, (Stetter, 1999). 

Une microflore bactérienne lithotrophe très diversifiée à été mise en évidence aux 
points d'émergence de ces fontaines et autour d 'elles, dont certains fixent le carbone 
minérale dissous dans l'eau (C02, C03-

2, HC03-) et le réduisent en matière organique et 
oxydent parallèlement les composés soufrés apportés par les fluides hydrothermales (H2S 
et S03-

2). D ' autres groupes bactériens liés à l'oxydation d' hydrogène, du fer et de 
manganèse sont présents ainsi que d'autres bactéries nutrifiantes et d ' autres 
méthanotrophes (Bousseboua, 2005). 

1-3-1-1- Les fontaines hydrothermales océaniques 
Ce n'est qu 'en 1977 que les premières plongées profondes du submersible 

américain AL VIN ont permis la découverte de sources hydrothermales océaniques aux 
quelles étaient associées de formidables oasis de vie. Les écosystèmes hydrothermaux 
marins profonds constituent un milieu idéal pour tenter de découvrir et cultiver de 
nouveau microorganismes qui repousseraient à la température maximale de croissance 
compatible avec la vie (Postec, 2005). 

Environ 1/3 du picoplancton océanique était constitué par les archéobactéries, 
surtout les crénarchéotes : organismes normalement associés à des environnements 
hostiles (sources chaudes, zones de fumeurs des fonds marins, régions salées et 
thermoacidophiles) (Prescott et al., 2003). 

1-3-1-2- Les sources hydrothermales terrestres 
Les sources chaudes sont distribuées partout dans le monde, elles sont souvent 

nommées «solfatare» (Prescott et al. , 2003). Ces sources sont plus concentrées en 
Iceland, Japon, Italie, Afrique centrale et en Amérique centrale (Madigan et al. , 2003). 
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Chapitre 1 Les microorganismes thermophiles 

Un biotope typique qu'affectionne les archéobactéries et certaines eubactéries 
thermophiles est celui du célèbre parc national de « Yallowstone » la plus vaste zone 
tempérée volcanique actuellement en activité sur terre. Le parc est également fréquenté 
par plusieurs espèces d'archéobactéries et de cyanobactéries thermophiles qui se 
développent dans les bassins volcaniques multicolores aux eaux chaudes et vaporeuses 
(site web 1). 

1-3-2-Les biotopes géothermales 
Des microorganismes thermophiles sont découverts dans les cratères des volcans en 

activité et plus récemment dans les nappes de pétrole profondes (site webl), en effet des 
études récentes montrent que des populations de procaryotes actives présentes dans les 
réserves de pétrole à haute température 60-90°C, incluant des genres comme 
Thermotoga, Thermoanaeorobacter, Thermococcus et même des archéobactéries 
dominés par les méthanogènes (Prescott et al. , 2003; Soltani, 2004 ). 

Certains scientifiques disent que les microorganismes thermophiles et 
hyperthermophiles pourraient être présents dans les premiers kilomètres de la croûte 
terrestre, tapis dans les pores emplis de fluides , dans les craquelures et les interstices des 
roches (site webl). 

Les sols hyperthermiques chauffés par géothermie sont peuplés des procaryotes : 
bactéries et archéobactéries, parmi ceux-ci les aérobies : Thermomicrobium et les 
anaérobies Thermotoga (Prescott et al. , 2003). Un sol exposé au soleil peut atteindre une 
température compatible avec la croissance des microorganismes thermophiles modérés, 
ces derniers soient trouver dans les environnements désertiques (sahara) (Madigan et al. , 
2003; Perry et al., 2004). 

Les thermophiles peuvent aussi habiter les rejets des mines de charbon qui sont 
chauds et acides idéaux pour le développement de Thermoplasma puisque sa croissance 
est optimale entre 55°Cet 59°C et un pH de 1 à 2 (Prescott et al. , 2003). 

1-3-3- Autres biotopes 
Les thermophiles sont présentes en quantité significative dans les effluents 

industriels chauds, les chauffe-eau, l'eau de tours de réfrigération des centrales nucléaires 
et dans d'autres environnements artificiels (Peny et al. , 2004) 

Les tas de compost qui atteints des températures élevées ce qui assurent la 
participation active des thermophiles dans la dégradation de la matière organique .un 
exemple de ces thermophiles : le mycète Thermomonospora qui a été isolé a partir de 
compost et de foin (Prescott et al. , 2003). 
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Tableau 2 : Certains microorganismes thermophiles : habitat et condition de croissance 

Microorganisme Habitat Condition de Référence 
Croissance 

Bactéries 
Anoxybacillus Source chaude Topt :60°C (Çolak et al. , 2005) 
gonensis ( Gonen-Turquie) 

Bacillus Compost Topt :40-65°C (Haki et Rakshit, 2003) 
stearothermophilus 
CH-4 

Bacillus sp. souche Source chaude Top1:55°C (Eyuli et al. , 2004) 
13.26 (Tompaso-

Indonésie) 
Geobacillus Source chaude Topt:70°C (U ma Maheswar Rao et 
thermoleovorans (Nouvelle pH0 p1:7,0 Satyanarayana, 2003 ) 

Zelande) 

Geobacillus Sol désertique T0µ1:70°C (Abdel -Fattah, 2002) 
thermoleovorans pHop1:8,0 

Thermus sp . Sediments de Topt :65°C (Shaw et al. , 1995) 
source chaude pH opt : 7,0 
(Taiwan) 

Thermus aquaticus Source chaude T0µ1:70-75°C (Dominguez et al. , 
YT-1 pHoµ27 ,0 2004) 

Thermotoga Fontaine Topt :80°C (Postec, 2005) 
maritima hydrothermale pHopt :6,5 

(Atlantique) 
Archéo bactéries 
Pyrodictium Solfatare marin Topt : 105°C 
occultum pHopt: 5,5 

Sulfolobus shibatae Sources Topt : 81 °C (Vielle et Zeikus, 2001) 
géothermales pHopt: 3,0 
acides (Icland) 

Thennosphaera Source chaude Topt : 85°C 
aggregans (Yellowstone) pHopt : 6,8 

Mycètes 
Thermomonospora Compost et foin - (Prescott et al. , ~003) 
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II- Adaptation des thermophiles à des hautes températures 
L'étude de la vie à haute température est relativement récente, et malgré l ' ensemble 

des connaissances acquises depuis une vingtaine d' années les mécanismes moléculaires 
d'adaptation à la thermophilie restent à ce jour peu connus (Postec, 2005). 

Les microorganismes thermophiles se trouvent dans diverses branches de l ' arbre 
phylogénique, cela signifie que les mécanismes d ' adaptation à des températures élevées 
ont pu se produire à plusieurs manières et de façon indépendante au cours de l' évolution 
(Fujita et Kanehisa, 2005). 

Cette adaptation se marque dans la composition de leurs structures cellulaires, ceci 
implique que non seulement les protéines soient stab les à des températures supérieures à 
80°C, mais aussi les lipides, les acides nucléiques et les métabolites de faible poids 
moléculaire(Singlton, 1994; Postec, 2005 ). 

11-1- Les lipides et la membrane 
La température de croissance peut influencer la composition en acides gras des 

membranes des cellules bactériennes,ceci est démontré par la comparaison de la 
composition en acides gras des membranes cytoplasmiques d 'un organisme cultivé à 
température minimale avec celle du même organisme cultivé à température maximale 
(Perry et al., 2004). 

Contrairement aux psychrophiles qui ont une membrane riche en acides gras 
insaturés, la membrane cellulaire des thermophiles . est formée d ' acides gras saturés qui 
fournissent à la cellule un environnement hydrophobe et une rigidité lors de leur 
exposition aux températures élevées (Maheshwari et al. , 2000 ; Haki et Rakshit, 2003 ; 
Madigan et al. , 2003 ). 

L'étude de la composition des lipides membranaires indique des différences 
d'adaptation à la thermophilie entre les archées et les bactéries (Postec, 2005) . . Les 
lipides membranaires des archées comportent des chaînes hydrocarbonées ramifiées 
fixées au glycérol par des liaisons éther plutôt que des acides gras connectés par des 
liaisons ester (Figure 3-a) (Stetter, 1999; Haki et Rakshit, 2003 ; Prescott et al. , 2003 ; 
Postec, 2005). Les liaisons éther sont plus résistantes que les liaisons ester aux effets de 
la température, à l' oxydation et à la dégradation enzymatique (Postec, 2005). 

De plus, les membranes des archées peuvent contenir un mélange de diethers de 
phytanyl-glycérol formant une bicouche lipitique. et de tétraéthers de dibiphytanyl
diglycérol créant une structure membranaire en monocouche lipidique. Cette structure, 
largement répandue chez les archées hyperthermophi les, est beaucoup plus rigide que les 
bicouches lipidiques des bactéries et des eucaryotes (Figure3-b) (Madigan et al. , 2003). 

Les stratégies de conservation de la structure membranaire à température élevée 
impliquent chez les bactéries une augmentation de degré de saturation et de longueur de 
chaînes d 'acide gras, et chez les archées une cyclisation de chaînes d 'acide gras et une 
transition de lipides à liaison diéther en lipides à liaison tétraéther, ce qui contribue à une 
meilleures adaptation aux températures élevées par réduction de la fluidité membranaire 
(Postec, 2005). 
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Figure 3 : La membrane et les lipides chez les thermophil es . (a) Illustration des différences entre 
les lipides archéobactériens et bactériens, (b) Exemple des membranes 
archéobactérie1mes (Prescott et al. , 2003) . 
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11-2- Les protéines et les acides aminés 
Les proiéirÎes sont les principaux constituants cellulaires qui déterminent la capacité 

d'un microorganisme à pousser à haute température (Perry et al. , 2004) . Il semble qu ' il 
n'existe pas de mécanisme universel expli·quant la therinostabilité de protéines chez les 
microorganismes thermophiles , mais plutôt plusieurs facteurs intervenants à différents 
niveaux selon le microorganisme considéré (Postec. 2005). 

Les thermophiles possèdent dans leurs protéines équivalents de petites séquences 
d'acides aminés différentes et spécifiquement locali sées qui expliquerait leur stabilité 
thermique (Bousseboua, 2005). A des températures de l' ordre de 100°C, des acides 
aminés thermolabiles chargés tel que la cystéine,la glutamine,la thréonine et la lys ine 
sont dénaturés à cause de ça les séquences des protéines des thermophiles préfèrent, 
l'histidine, l'asparatate, le glutamate l' arginine,la tyros ine et l' alanine (Mc Donald et al. , 
1999; Mc Donald, 2001 ; Vielle et Zeikus, 2001; Kumar et Nussinov, 2001). 

Les enzymes issues de microorganismes thermophiles ou hyperthermophiles sont 
stables et actives à des températures largement supérieures à la température maximale de 
croissance de l' organisme d'origine (Connaris et al.. 1991 ). 

Le repliement des protéines semble être un /acteur essentiel de themostabilité. Ce 
repliement est assuré par des protéines spécifiques appelées «chapérons moléculaires» 
qui ne reconnaissent que les polypeptides dépliés ou partiellement dénaturés et ne se 
fixent pas aux protéines normales foncti onnelles (Prescott et al. , 2003 ). Les chapérons ont 
été découverts parce que leur concentration augmente fortement lorsque les cellules sont 
exposées à des hautes températures, à.dés poisons métaboliques ou d' autres conditions de 
stress, c'est pourquoi beaucoup ·de chapér6hs sont souvent appelés « protéines de choc 
thermique »; Ils protégent donc la cellule des ·_ atteintes thermiques (Ha1<i et Rakshit, 
2003). Il y a de grande quantité de chapérons chez les hype1=thermophiles comme : 
Methanopyrus kanalbri, Pyrodictium oc.cultum et Pyrolobus fianarii qui possèdent un 
chapéron appelé «thermosome» (Stetter, 1999 ;Prescott et al. ,2003 ). 

Une accumulation très inhabituelle de solutés compatibles tels que le di-inositol
phosphate, diglycérol phosphate ou le monosylglycérate a été mise en évjdence chez des 
bactéries et des archées themophiles et hypertherrnophiles (Thermotoga maritima, 
Pyrococcus woesei) et n' ont jamais été identifié che1 les microorganismes mésophiles, 
ces composés pouvaient jouer un rôle de thermoprotécteurs sur des protéines 
cytoplasmiques (Madigan et al. , 2003). 

Certaines propriétés communes aux protéines thermostables ont été observées: 
• Une augmentation de l 'hydrophobicité du centre de la protéine ce qui diminue le 

risque de dépliement et la surface d' exposit ion aux solvants (Veille et Zeikus, 
2001 ). 

• La stabilisation des protéines est également renforcée par la présence des liaisons 
hydrogènes entre les résidus polaires, des 1 iaisons ioniques ,des ponts disulfures 
et des interactions électrostatiques qui déterminent une conformation spatiale 
nettement plus compacte (Kumar et Nussinov. 200 1; Bousseboua, 2005). 
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• Une resynthèse rapide des composés thermosensibles à faible poids moléculaire 
NAD, ATP ... etc (Stetter, 1999). 

C'est finalement le repliement des protéines qui conditionne la résistance aux 
températures élevées. Ainsi des changements mineurs dans la séquence primaire d' acides 
aminés sont apparemment suffisants pour qu ' une protéine thermolabile devienne 
thermostable. L 'adaptation des protéines aux températures élevées semble être le résultat 
d'un compromis entre la rigidité permettant la thermostabilité et la flexibilité nécessaire à 
la fonction physiologique (Postec, 2005 ). 

11-3- Les acides nucléiques 
Les microorganismes thermophiles posent de nombreuses et importantes questions 

car à leur température de croissance, la plupart des biomolécules, en paiiiculier les 
acides nucléiques, sont dénaturés et perdent leurs fonctions. Leurs mécanismes de 
thermostabilité sont très mal connus. (Bousseboua, 2005) 

11-3-1- L'acide désoxyribonucléique «ADN» 
Les archées hyperthermophiles possèdent une g: rase inversée «ADN topoisomerase 

type I » qui introduit des supertours positifs dans l 'ADN ce qui contribue à stabiliser la 
double hélice d' ADN et à la préserver de la dénaturation thermique. Les gyrases inverses 
ont été délectées uniquement chez les mi croorganismes qui ont une température optimale 
de croissance de plus de 65°C, et sont présentes sans exception chez les arché_es et . les 
bactéries thermophiles (Postec, 2005). Les super-e'nroulements peuvent également 
augmenter le point de fusion d'ADN à une t_empéraw re juste inférieure aux températures 
maximales de croissance (Haki et Rakshit, 2003). 

Des protéines sont connues pour participer au maintien à forte température de la 
structure double brin d' ADN, certains peuvent être homologues aux histones des 
eucaryotes, compactent l' ADN en des structures qui rappellent les nucléosomes (Perry et 
al., 2004; Postec, 2005). 

La thermostabilité d' ADN serait en particu lier assurée par l' accumulation 
intracellulaire des anions, des sels, des polyamines et des composés thermoprotecteurs 
(2-3 diphosphoglycerate de potaciurn) mais ce mécanisme n ' est pas générale, 
(Bousseboua, 2005). 

Les microorganismes thermophiles et hypertherrnophiles sont présumés avoir des 
mécanismes de réparation de l 'ADN particuli èrement efficaces, les détails de ces 
mécanismes sont jusqu ' a présent inconnus (Postec. ::'.U05). 
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L ' ADN des thermophiles présente aussi une grande variation dans le contenu en GC 
ce qui explique sa thermostabilité (Mc Donald et al.. 1999 ; Mc Donald, 200 1). 

Tableau 3 : Le pourcentage en G+C (ADN) chez certai ns microorganismes therrnophiles . 

Microorganisme thermophile (ADN) G+C (m ol%) Référence 
Aeropyrwn pernix 67 

Pyrococcus occultiun 62 
(Stetter, 1999) 

Thermodesulfovibrio 30-38 (Perry et al. , 2004) 
Thermoproteus tenax 56 (Stetter, 1999) 
Thermosipho 60-63 (Pe1Ty et al. , 2004) 
Thermoto;;a nwritima 46 (Stetter, 1999) 
Thermus 60-67 (Perry et al. , 2004) 

11-3-2- L'acide ribonucléique « ARN » 
Les adaptations thermiques de l ' ARN sont également connues. L ' ARNm des 

thermophiles contient un pourcentage de nucléotides puriques très élevé, une explication 
probable de ce phénomène qu'il s' agit d'empêcher l' agrégation d 'ARNm (Fujita et 
Kanehisa, 2005). 

Les mécanismes de thermoadaptati on des hyperthermophiles incluent également des 
modifications nucléidiques des ARN de transfert «ARNt» qui ont des structures 
secondaires stabilisées et des températures de fusion plus élevées. Un contenu en base 
G+C des ARN de transfert et des ARN ribosorniq ues «ARNr» pourrait stabiliser les 
conformations actives .Concernant l 'ARN simple br in. certaines liaisons induisant sa 
structure secondaire sont renforcées par des modific ations post transcriptionnelles (Setter, 
1999; Postec, 2005). 
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III- Applications biotechnologiques et industrielles 
111-1- Les avantages de l'utilisation des thermophiles dans l'industrie 

Outre l'aspect fondamental présenté par les nouvelles souches thermophiles et 
hyperthermophiles, ces microorganismes susceptibles de contenir des molécules d' intérêt 
biotechnologique pour les procédés qui se déroulent à haute température (Postec, 2005) . 

L'utilisation des thermophiles en biotechnologie présente plusieurs avantages : 
- Les risques de contamination par les mésophiles sont limités dans le cas des cultures 

continues à des températures supérieures à 60°C (Vielle et Zeikus, 2001; Haki et 
Rakshit, 2003). 

- Une température élevée augmente la biodisponibilité et la solubilité des composés 
organiques ce qui entraîne une augmentation du taux de production, ainsi qu 'une 
ionisation de certains substrats ou produits (Scriban, 1999). 

- La réduction de la viscosité de certains milieux de culture ce qui implique une 
augmentation de la diffusion des molécules et donc la vitesse des réactions 
enzymatiques, ce qui favorise le déplacement de l'équilibre (Lin et al. , 1998; Scriban, 
1999; Abdel-fattah, 2002; Haki et Rakshit, 2003). 

- L'utilisation des thermophiles est aussi avantageuse grâce à la réduction des coûts de 
refroidissement après stérilisation du milieu et elle permet en particulier la 
transformation stéréochimique sélective des composés insolubles à basse température 
(Scriban, 1999). 

- La facilité de leur isolement et de leur culture, la variété d'habitat, la réduction des 
risques de contamination, les besoins nutritionnels simples, la rapidité de croissance et 
la formation du mycélium homogène sont des facteurs désirables qui permettent une 
application à grande échelle des mycètes thermophiles (Maheshwari et al. , 2000). 

Les enzymes des thermophiles et des hyperthermophiles peuvent avoir des applications 
commerciales importantes car : 
• Elles ont une activité capitale à température élevée compatible aux procédés 

industriels qui se déroulent entre 50°C et 100°C. 
• Elles sont facilement purifiées après un traitement thermique. 
• Elles sont moins coûteuses que les autres car en faut moins pour obtenir la même 

activité. 
• Elles sont très stables à température ambiante ce qui augmente leur durée de vie en 

stockage des supermarchés (Perry et al., 2004 ). 
• Elles sont résistantes aux produits chimiques dénaturants (surfactants, chélateurs de 

métaux) (Connaris et al. , 1991). 
• Certaines peuvent être aussi utilisées comme des modèles pour la compréhension de 

la thermostabilité et de la thermoactivité(Vielle et Zeikus, 2001; Haki et Rakshit, 
2003). 
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111-2- Les applications biotechnologiques 
111-2-1- Les enzymes thermostables 

Les microorganisrp.es thermophiles présentent des potentialités biotechnologiques 
intéressantes pour leurs enzymes thermostables (Leduc-Leballeur, 1991). Les enzymes 
thermostables et hyperthermostables «thermozymes» font partie d' une catégorie 
d'enzymes appelées «Extremozymes» (Vielle et Zeikus, 2001) . Puisque la plupart des 
processus industriels s'opèrent à des températures élevées, les thermozymes deviennent 
les plus utilisées comme biocatalyseurs des processus biotechnologiques qu ' ils soient 
scientifiques ou industriels (Madigan et al., 2003). 

111-2-1-1- Les enzymes amylolytiques 
Les procédés d'hydrolyse chimique de l' amidon sont efficacement remplacés par les 

amylases microbiennes (Jensen et Olsen, 1992). Il existe plusieurs types d' enzymes 
amylolytiques: a amylase, ~ amylase, glucoamylase et pullulanase .. . , classées en 
fonction de la nature des liaisons osidiques hydrolysées (Bousseboua ,2005). En fonction 
de mode de clivage, on les classées en endoamylases, exoamylases et les enzymes 
débranchantes (Haki et Rakshit, 2003). 

Les amylases microbiennes les plus intéressantes du point de vue biotechnologique 
sont produites par des bactéries ainsi que par des mycètes thermophiles, la production se 
fait au cours de la phase stationnaire(Tableau4) (Uma Maheswar Rao et Stayanarayana, 
2003). 

Les enzymes amylolytiques sont largement appliquées dans plusieurs processus 
industriels comprenant la fabrication des sucres, la liquéfaction d' amidon pour produire 
l'alcool, les textiles et l'industrie de papier. .. (Mamo et al. , 1999; Jensen et Olsen, 1992), 
dans touts ces processus, la bioconversion de l' amidon s' effectue à haute température 
faisant intervenir des amylases thermostables (Mamo et al. , 1999) . Elle passe par trois 
étapes : Une gélatinisation qui conduit à la production d'une suspension visqueuse, une 
liquéfaction caractérisée par une hydrolyse partielle et une perte de viscosité, et en fin 
une saccharification qui aboutit à la formation des sirops de glucose, de maltose et 
d'oligosaccharides (Vielle et Zeikus, 2001; Haki et Rakshit, 2003). 

Les a amylases qui font partie des améliorants de panification ont pour rôle de 
standardiser la farine et améliorer le procédé de panification. En effet leur ajout accélére: 
le processus de fermentation, diminue la viscosité de la pâte et réduit le taux de 
pétrissage, par ailleurs d' autres amylases sont utilisées entant qu' agents antirassissents, 
leur rôle consiste à prévenir la rétrogradation de l' amidon et à préserver la fraîcheur du 
pain lors du stockage (Bejar, 2006). 
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Tableau 4: Les enzymes amylolytiques thermostables: origines et propriétés 

Enzyme Origine Propriétés Référence 
Bacillus amyloliquefaciens T opt: 70-90°C (Sicard et al. , 1982) 

pH00t: 5.5-7.0 
Bacillus sp. TS. 23 Topt: 70°C (Lin et al. , 1998) 

pHoµt: 9.0 

Bacillus thermoleovorans Topt: 100°C (Malhotra et al. , 2001 ) 
NP54 pHoµt: 8.0 

a amylase Pyrococcus woesei Topt: 100°C (Koch et al. , 1990) 
pHoµt: 5.0 

Thermococcus Toµt: 85°C (Levêque et al. , 2000) 
hydrothermalis pHoµt: 4.8-7 .8 

Thermomyces lanuginosus Topt: 60°C (Jensen et Olsen, 1992) 
pHoµt : 4.6-5.2 

Clostridium Topt: 75°C (Haki et Rakshit, 2003) 
~amylase thermosulphuro genes pHoµt : 5.5 

Thermoanarobacterium Toµ t: 75°C (Vielle et Zeikus, 2001 ) 
thermosulphurogenes pH0 µt: 5.5-6.0 

Fervidobacterium Topt: 80-85°C (Vielle et Zeikus, 2001 ) 
Pullulanase pennavorans pHoµt: 6.0 

Pyrococcus fitriosus Toot: l 10°C (Illanes, 1999) 
G lucoamy lase Thermoanaerobacterium Toµ t: 50-60°C (Vielle et Zeikus, 2001 ) 

thermosaccharolyticum pHoot: 4.0-5.5 

Le secteur de détergents reste le grand utilisateur d' enzymes. Aujourd 'hui , 90% de 
poudres lissivielles en Europe contiennent des enzymes parmi elles les amylases alcalines 
qui sont stables et compatibles avec les conditions hostiles lors de processus de lavage. 
A ce niveau, ces enzymes sont utilisées pour améliorer l' élimination des particules de 
poussières et de terre qui restent présentes dans les tissus à cause de la trame des 
polymères de l'amidon (Shaw et al. , 1995; Bejar, 2006) . 

La concentration des sirops de canne à sucre peut se trouver perturbées par la 
présence de petites quantités de contaminants amylacés qui ont pour effet d' augmenter 
considérablement leur viscosité et de nuire ensuite au processus de cristallisation. Cet 
inconvénient peut être éliminé en introduisant une petite quantité <l ' a amylase 
bactérienne dans le corps de l' évaporateur à multiple effet dont la température est égale 
ou supérieure à 80°C (Sicard, 1982). 

Ce n ' est qu'en 1995, que Shaw a permet le développement d' une nouvelle méthode 
enzymatique qui permet l' utilisation des a amylases en combinaison avec les ~ amylases 
et les enzymes débranchantes (isoamylase et pullulanase) pour assurer la production des 
sirops de maltose et la farine de riz (Shaw et al. , 1995). 
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111-2-1-2- Les ADN polymérases 
Les ADN polymérases utilisées en biologie moléculaire sont des enzymes utilisées 

dans la cellule pour la polymérisation des nucléotides de 5 'vers 3 ' et prennent comme 
matrice un fragment d'ADN donné (Etienne, 1995). Plusieurs ADN polymérases 
thermostables pourraient être utilisées pour diminuer le temps de réaction de 
polymérisation en chaîne « PCR » avec des fidélités différentes (Roger, 2002). 

La première ADN polymérase thermostable caractérisée «Taq polymérase» extraite 
d'une bactérie thermophile «Thermus aquaticus » isolée par Braek (1969) à partir de la 
source chaude (70- 75°C) du Parc National du Yellowstone. Elle est pourvue des activités 
5'-3' polymérase et 5'-3' exonucléase tandis que l'activité 3'-5' exonuclease n' est pas 
encors détectée. Cette enzyme a une aptitude rapide de synthèse mais avec un taux 
d'erreur élevé (Vielle et Ziekus, 2001). 

Des techniques d'amplification d' ADN «PCR» utilisent une enzyme -1 'ADN 
polymérase- capable de répliquer rapidement in vitro un fragment d' ADN quelconque 
pourvue qu'elles soient fixées des amorces. Chaque cycle PCR s' effectue en trois phases : 
La première consiste à la dénaturation par la chaleur (90-95°C) des deux brins d' ADN du 
fragment à amplifier afin d'obtenir des molécules d' ADN monocaténaires. La 
température de la solution contenant les monocaténaires d' ADN est ensuite abaissée de 
façon que les amorces puissent s'associer aux brins séparés, cette température est 
d'environ 55°C. La troisième phase est celle de la polymérisation proprement dite, la 
température est à nouveau augmentée (7 5°C) et l 'ADN polymérase utilisée- qui reste 
active même à de hautes températures- duplique les brins (Primrosse et al. ,2004). 

Le fait que le développement de cette technique est réalisé à des températures 
élevées explique que les ADN polymérases des microorganismes thermophiles sont les 
plus utilisées actuellement (Haki et Rakshit, 2003). 

Cette technique a littéralement révolutionné les recherches en biologie moléculaire 
et trouve de nombreuses applications dans: le clonage d'ADN, Southern, séquençage 
d'ADN et en technologie d'ADN recombinant (Site web 2) . 

Tableau 5 : les ADN polymérases thermostables : origines et propriétés 

Enzyme Origine Propriété Référence 
Bstl pol Bacillus stearothermophilus - (Haki et Rakshit, 2003) 

C therm ADN pol Carboxydothermus Topt: 70°C (Vielle et Zeikus, 2001) 
hydrogenoforans 

Pfu pol Pyrococcus furiosus Topt: 75°C (Etienne, 1995) 

Pwo pol P. woesei - (Etienne, 1995) 

Tmapol Thermotoga maritima - (Haki et Rakshit, 2003) 
Taq pol I Thermus aquaticus Topt: 75°C (Haki et Rakshit, 2003) 

Vent ADN pol Thermus olitoralis Î opt: 75°C (Vielle et Zeikus, 2001) 
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La PCR est également employée pour l' étude de l' expression d' allèles mutants d' un 
gène dont la séquence sauvage est connue afin d' identifier une mutation (Hartl et jones, 
2003 ). En microbiologie clinique elle est applicable dans le diagnostic des maladies 
infectieuses et les études épidémiologiques pour remplacer les méthodes traditionnelles 
(sérologie, culture) (Site web 2). 

La technique influence également la médecine légale : on commence à l' utiliser 
dans les affaires criminelles où elle intervient dans la technologie des empreintes d'ADN. 
Il est possible d'exclure ou d ' incriminer des suspects en utilisant des échantillons réduits 
de matériel biologique découvert sur le lieu du crime (Prescott et al. , 2003) . 

111-2 -1-3- Les enzymes lipolytiques 
Les lipases«triacylglycerol hydrolase » sont l' une des enzymes hydrolytiques les 

plus importantes qui catalysent l'hydrolyse des liaisons ester des triacylglycerols même à 
l'interface entre l'eau et le substrat insoluble (Cho et al. , 2000; Sharma et al. , 2001). 

Elles sont produites par tous les systèmes biologiques animaux, plantes et 
essentiellement par les microorganismes (Shanna et al. , 2001 ; Kumar et al. , 2004 ). Les 
microorganismes thermophiles et hyperthennophiles représentent une source idéale des 
lipases thermostables industriellement intéressantes (Tableau 6) (Ewis et al. , 2004). 

Les estérases constituent la classe des enzymes lipolytiques la plus imp01iante en 
biotechnologie par la suite de leur capacité de catalyser les réactions steriospécifiques 
(Desmarteaux et al. , 2006). L ' estérase préfère d'hydrolyser les lipides à chaînes comies 
uniquement solubles dans l'eau (Cho et al. , 2000; Ewis et al. , 2004) . 

La majorité des processus industriels dans les quels les lipases sont employées 
s'effectuent à des températures supérieures à 45°C (Haki et Rakshit, 2003) . Les lipides 
restent solides à des températures ambiantes, ils nécessitent donc une liquéfaction à une 
température supérieure à 50°C pour faciliter leur manipulation et les lipases utilisées -qui 
restent intactes à ces températures -assurent la bioconversion de la matière première (Cho 
et al. , 2000) . 

Les enzymes lipolytiques sont utilisées en alimentation comme des agents aidant la 
digestion, et comme additifs alimentaires saveureux (Cho et al. , 2000; Haki et Rakshit, 
2003). La lipase produite par le champignon thermophile «Rhizomucor meihei» est 
utilisée dans la fabrication de «beurre de caccao» (Maheshwari et al. , 2000). 

L' estérase est aussi impliquée dans la préparation des intermédiaires ou éléments 
constitutifs tels que la synthèse des substances pharmaceutiques intéressantes comme «la 
levofloxacine» un antibiotique de type fluoroquinolène (Desmarteaux et al. , 2006). 
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Tableau 6: Enzymes lipolytiques: sources et propriétés 

Enzyme Origine Propriétés Référence 
Bacillus coagulans BTS-3 Topt: 55°C (Kumar et al. , 2005) 

pH00t: 8.5 
Bacillus sp. RSJ- 1 Topt: 50°C (Sharma et al., 2002) 

pHopt: 8.0-9.0 

Bacillus sp . TP 1071 Topt: 60°C (Sunna et al ., 2002) 
pH00t: 8.0 

B. stearothermophilus MC7 Topt: 70-80°C (Kambourova et al ., 2003) 

B. stearothermophilus P 1 Topt: 55°C (Sinchaikul et al. , 2001) 
pHoot:8.5 

Lipase B. thermoleovorans ID-1 Topt: 75°C (Cho et al. , 2000) 
pHoot: 7.0-8 .0 

Geobacillus thermoleovorans Topt: 70°C (Abdel -fattah, 2002) 
pH00t: 9.0 

Humicola lanuginosa Y-38 Topt: 60°C (Maheshwari et al. , 2000) 
pHoot: 8.0 

Thermus sp. T0p1: 80°C (Dominguez et al., 2004) 

Anoxybacillus gonesis G2 T0p1: 60°C (Çolak et al ., 2005) 
Estérase pH001: 7.5 

Geobacillus T0 P1: 30-60°C (Ewis et al., 2004) 
stearothermophilus pH001:8.0-9.0 

« Humicola lanuginosa » produit des lipases thermostabes impliquées dans 
l'industrie de détergents pour catalyser l'hydrolyse des triglycérides présents dans les 
taches de graisse ce qui les rend hydrophiles et permet une élimination facile au cours de 
lavage (Maheshwari et al., 2000; CAR/PP, 2003) 

Les lipases alcalines thermostables de Bacillus coagulans BT8-3 sont utilisées à 
cause de leur potentiel d'estérification et de transestérification en solvant organique pour 
synthétiser des esters d'intérêt industriel, elles sont également appliquées dans le 
traitement des effluents industriels riches en lipides (Kumar et al., 2005). 

Certains processus enzymatiques de raffinage des huiles de graines s' effectuent à 
pH 5.0 et à de températures d'environ 65-75°C en ajoutant une lipase thennostable (Haki 
et Rakshit, 2003). 
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111-2- 1-4-Les enzymes protéolytiques 
Les protéases qui sont généralement classées en deux catégories : « exopeptidases » 

et «endopeptidases» sont les enzymes industrielles les plus utilisées, elles constituent plus 
de 65% du marché mondial (Guangrong et al. , 2008). Leur action principale est 
d'hydrolyser et de raccourcir les chaînes protéiques et de permettre leur réalignement au 
sein de filmes protéiques (Sicard, 1982). 

Parmi ces protéases microbiennes, la kératinase qui fait partie à la famille des 
protéases à serine et qui doit avoir une importance biotechnologique primordiale puisque 
elle hydrolyse la substance polypeptidique la plus rigide « Kératine » qui est insoluble 
dans l'eau , les bases et les acides faibles et même dans les solvants inorganiques ,ce 
polypeptide s'accumule dans les poils, les plumes, les cheveux, les angles ... etc. 
(Friedrich et Antranikian, 1996; Gupta et Rarnnani, 2005). 

Les keratinases sont largement produites dans des milieux basiques qui contient la 
kératine comme seule source de carbone et d' azote par plusieurs microorganismes 
notamment les thermophiles (Tableau 7) (Tsiroulnikov et al. , 2004 ). 

Tableau 7: Certains microorganismes thermophiles producteurs des enzymes 
protéolytiques thermostables 

Microorganisme Enzyme Propriété Référence 
Bacillus sp. Bl8' Protéase alcaline Topt: 85°C (Fujiwara et al. , 1993) 

pHoot: 12,0-13 ,0 
Bacillus sp. Mo-1 Protéase - (Okomato et al. , 2001) 

collagenolytique 
B. stearothermophilus - Toot: 60°C (Haki et Rakshit, 2003) 
Fervidobacterium Kératinase Topt:80°C (Friedirich et Antranikian, 
permavorans pH oot:IO.O 1996) 
Humicola lanuginosa Protéase alcaline - (Maheshwari et al. , 2000) 
Penicillium dupontii Protéase acide pH oot:2 .5-3 .5 (Maheshwari et al. , 2000) 
Pyrococcus furiosus Pyrolysine Topt :115°C (Eggen et al. , 1990) 

pH oot:6.0-l 0.0 
Pyrococcus furiosus Protéase S Topt: 85°C (Vielle et Zeikus, 2001) 

Staphylothermus - pHopt: 9,0 (Haki et Rakshit, 2003) 
marin us 
Thermoanaerobacter Kératinase Topt :60-85°C (Gupta et Ramnani, 2005) 
keratinophilus pH oot:7.0-8 .0 
Thermotoga maritima - Topt: 95°C (Haki et Rakshit, 2003) 

pH oot:9 .5 
Thermus aquaticus Caldolase Topt: 95°C (Eggen et al. , 1990) 
Tok3 
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Plusieurs protéases thermostables sont actuellement appliquées en biologie 
moléculaire et en biochimie: La protéase de Thermus Rt 41 est utilisée dans les procédés 
de purification d' ADN et d' ARN, et comme un auxiliaire en PCR. La protéase S 
thermostable à un rôle essentiel dans la fragmentation de protéine avant son séquençage 
(Vielle et Zeikus, 2001 ). 

Dans le secteur d'alimentation - par exemple - l' addition de protéase à la pâte 
améliore sa manipulation ainsi que l'élasticité et la texture du gluten en augmentant le 
volume de la mie (Sicard, 1982). Les protéases sont largement utilisées dans l' industrie 
des détergents pour enlever les taches lessivielles. Dans le coté médical elles sont 
considérées comme régénérateurs des os et de la peau (Site Web 3). 

La demande en kératinase thermostable a connue une augmentation considérable ces 
dernières années dans différents domaines industriels surtout dans la digestibilité des 
matières premières destinées à la fabrication d' aliment du bétail (farine animale) qui se 
déroule à haute température (Gupta et Ramnani, 2005). La kératinase thermostable est 
également employée dans le secteur des textiles afin de modifier les fibres de la laine et 
de la soie (Riessem et Antranikian, 2001). 

Le tannage utilise de nombreuses enzymes protéolytiques, telles que la kératinase 
pour éliminer les poils et les protéines non désirables (kératine) afin d ' obtenir un produit 
doté de meilleures propriétés finales (CAR/PP, 2003). 

111-2-1-5- Les enzymes cellulolytiques 
La cellulose est la source de carbone la plus abondante dans la nature, elle est 

constituée d'une succession d'unités de glucose liées par des liaisons glucosidiques ~ (1-
4) formants une structure linéaire (Haki et Rakshit, 2003) . 

Les endoglucanases, exoglucanases et ~ glucosidases sont les enzymes impliquées 
dans l'hydrolyse de cette structure résistante et aboutit à la fonnation d' oligosaccharides, 
de cellobiose et de glucose (Parry et al., 2001). 

Tableau 8 : Les enzymes cellulolytiques, origines et propriétés 

Enzymes Microorganismes Propriétés Référence 
Myceliophilora thermophila Topt: 65°C (Maheshwari et al. , 

pH ont : 4.8 2000) 
Thermoascus aurantiacus T opt: 76°C (Maheshwari et al. , 

Endoglucanase pH ont : 2.9 2000) 
Thermotoga neapolitana T opt: 70-75°C (Vielle et Zeikus, 2001) 

pH ont : 6.0-7.5 
Exoglucanase Chaetomium thermophile Topt: 70-75°C (Maheshwari et al. , 

pH opt: 5.8-6.4 2000) 

~glucosidase Pyrococcus furiosus Tont: 105°C (Illanes, 1999) 
Thermoascus aurantiacus Topt: 80°C (Parry et al. , 2001) 

pH ont: 4.5 
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La dégradation de la cellulose se fait à des températures élevées et a des pH 
alcalines ce qui rend les cellulases thermostables les bons candidats qui catalysent cette 
réaction (Haki et Rakshit, 2003). 

L'application la plus intéressante des cellulases thermostables concerne les 
industries de la pulpe de papier et des fibres , où elles sont utilisées pour le 
blanchissement des pâtes, la fabrication de pâte de bois et la purification des fibres de 
cellulose par modification de leur surface ou par modification des unions proches des 
particules d'encre, ce qui libère la teinture de la fibre et pennet de la séparer par flottation 
ou lavage (Heaton, 2004; CAR/PP, 2003). 

Dans le secteur des textiles, des cellulases impliquées pour blanchir et vieillir les 
«Jeans» (Site Web 3) et pour le raffinage de coton qui se fait à des températures environ 
100°C (Haki et Rakshit, 2003). 

Les détergents pour lave-vaisselle renferment de fortes concentrations de cellulase 
pour enlever les pélules indésirables résultants de la répétition de lavage (Maheshwari et 
al., 2000). Elles sont utilisées à la place des tensioactifs ioniques pour améliorer la 
douceur des tissus en coton, elles sont également actives dans l'élimination des particules 
de poussières et de terre car elles éliminent les microfibriles des fibres de coton, ce qui 
produit de plus un effet de brillantage de la couleur (CAR/PP, 2003) . 

La réduction et la transformation des déchets à haute teneur en cellulose s'effectuent 
à haute température via des cellulases thermostables. Les produits issus de la dégradation 
de cellulose sont des substrats idéals à l'obtention du l 'éthanol après une fermentation 
bactérienne ou levurienne (Heaton, 2004). 

Les ~glucosidases qui font partie des enzymes cellulolytiques catalysent la réaction 
de synthèse des alkylglucosidiques par une transglucosilation jouant un rôle important 
dans l'aromatisation du vin (Parry et al. , 2001). Les cellulases « endoglucanases » sont 
couramment utilisées pour améliorer la liquéfaction et la saccharification de l' amidon à 
haute température (Vielle et Zeikus, 2001 ). 

111-2-1-6- Les enzymes xylanolytiques 
La xylane est considérée comme la susbtance polysaccharidique la plus abondante 

après la cellulose (Meheshwari et al., 2000), sa dégradation nécessite la présence des 
enzymes «xylanases» qui sont classées en deux familles: la famille 10 groupes et la 
famille 11 groupes. Les xylanases qui sont stables et actives à des températures 
comprises entre 50°C et 80°C sont isolées de nombreuses bactéries et mycètes 
thermophiles (Tableau 9) (Haki et Rakshit, 2003). 
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Tableau 9: Certains microorganismes thermophiles producteurs de xylanases 
thermostables 

Microorganisme Propriété Référence 

Bacillus amyloliquefaciens Topt: 80°C (Haki et Rakshit,2003) 
pH00t: 6.8-7.0 

Bacillus sp. I 101 7 Topt: 55°C (Samain et al. , 1997) 
pHopt: 7.8 

Bacillus stearothermophilus Topt: 65-80°C (Beaugraud, 2004) 

Chaetomium thermophile Topt: 70°C (Maheshwari et al ., 2000) 
pHopt: 4.0-6 .0 

Thermomyces lanuginosus Topt: 60°C (Mendoza et al ., 1998) 
pHopt: 6.0 

Thermus thermophilus X6 Topt :100°C (Lyon et al ., 2000) 
pHopt :6.0 

Actuellement, il y a un besoin pour une xylanase thermostable, utilisable lors des 
processus biotechnologiques. Dans l'industrie papetière, la recherche d 'enzymes telles 
que les xylanases thermostables destinées principalement à fournir des processus 
innovants moins polluants en substitution à l ' utilisation de composés chlorées (Site 
Web3) . La xylanase thermostable possède toutes les propriétés adéquates compatibles 
avec les conditions industrielles réelles de traitement enzymatique de la pâte à papier. 
Selon les multiples étapes des divers traitements de la pâte à papier mise en œuvre 
industriellement ces propriétés sont une bonne stabilité vis-à-vis de pH et de la 
température, une activité enzymatique dans une large gamme de pH et de température, 
tels que notamment un pH compris entre environ pH=5 et pH=lO et une température 
comprise entre: 50 et 80°C (De Buyl et al., 2004) . Les xylanases permettent l' élimination 
de xylane des pulpes chimiques des papiers qui est nécessaire pour des raisons 
esthétiques ainsi que pour améliorer la qualité du produit final (CAR/PP, 2003) . 

Elles sont utilisées aussi dans la préparation de xylose ou de xylooligosaccharides à 
partir de l 'hemicellulose. Elles sont également employées dans la fabrication d' aliments 
où leurs propriétés permettent d' améliorer la panification, la clarification de jus de fruits 
et vin et les qualités nutritionnelles de fibres des céréales. L 'utilisation des xylanases 
dans l'alimentation des volailles permet de diminuer la viscosité des aliments. 

La faisabilité technique de telles applications à été principalement évalue à l'aide 
d'enzymes produits par des microorganismes mésophiles. Cependant, de telles 
applications pourraient être facilitées par l' utilisation de microorganismes présentant une 
meilleure stabilité à la température (Samain et al. , 1997). 
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111-2-1-7-Les enzymes chitinolytiques 
La chitine est une substance insoluble issue de la polymérisation des résidus N

acetylglucosamine (NAG) liées par des liaisons ~ (1-4) (Tanaka et al ., 2001 ). Dans la 
nature, la chitine constitue en grande partie l' exosquelette de différents arthropodes 
(crustacés, insectes) et la paroi cellulaire de certains champignons et algues (Gomes et 
al. , 2001). 

La préparation des chitooligosaccharides peut s ' effectuer par l'hydrolyse 
enzymatique qui fait intervenir des chitianses (Sakai et al. , 1994 ). Ces dernières sont 
classées selon le mode de clivage des chaînes polysaccharidiques en trois catégories : 
endochitinases, exochitinases et N-acetyl ~ hexosaminidases (Tanaka et al. , 2001 ). 

Tableau 10: Chitinases thermostables : origines et propriétés 

Microorganismes Propriétés Référence 
Bacillus sp. MHl (Endochitinase) T0p1: 65°C (Sakai et al. , 1998) 

pHoot: 5.5 
Bacillus sp. 1326 T0p1: 60°C (Eyuli et al. , 2004) 

pH001:7 .0-8.0 
Bacillus sp. (Endochitinase) Tapt : 75°C (Haki et Rakshit, 

pH0 0 1: 5.5 2003) 
B. stearothermophilus (N-acetyl ~ Tapt : 75°C (Sakai et al. , 1994) 
hexosaminidase) 
Streptomyces sp. RC 1 Q71 (Endochitinase) T0P1: 40°C (Gomes et al. ,2001 ) 

pHoot: 8.0 
Thermococcus kodakaraensis KOD 1 - (Tanaka et al. , 2001 ) 

Les chitooligosaccharides produits par l' hydrolyse enzymatique de la chitine et de la 
chitosane ont des applications diverses dans le secteur médical, agricole et industriel. 

En médecine, les chitooligosaccharides sont considérés comme agents 
antibactériens, antifongiques, hypocholéstérolémiques et aussi antihypertensifs (Eyuli et 
al. , 2004 ). Certains chitooligosaccharides jouent le rôle d' activateur de la phagocytose ou 
d'inhibiteur de certaines tumeurs (Vielle et Zeikus, 2001). 

En alimentation, les chitooligosaccharides sont des améliorants de qualité 
nutritionnelle (Eyuli et al. , 2004). 

En agriculture, les chitinases thermostables sont utilisées dans le biocontrôle des 
champignons phytopathogènes (Gomes et al. , 2001). La dégradation biologique de 
matériel chitineux se fait à haute température via des chitiases thermostables et permet le 
recyclage des nutriments dans la plupart des environnements (Sakai et al. , 1998; Tanaka 
et al., 2001). 
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111-2-1-8- Autres enzymes thermostables 
Il existe d'autres enzymes thermostables présentants un intérêt biotechnologique 

important. 

Tableau 11 : Autres enzymes des thermophiles et leurs applications 

Enzyme Application Référence 

Phytase -Production de la farine animale (Hassouni et al. , 2006) 

Pectinase -Extraction des jus de fruits (Vielle et Zeikus, 2001) 
-Production de vin 

L-aminocyclase -Production des acides amines (Taylor et al. , 2004) 
-Bioconversion des intermédiaires 
pharmaceutiques 

Alcool -Biodégradation des composés (Little child et al. , 2007) 
deshydrogenase halogéniques toxiques 

y lactamase -Synthèse des agents chimiotherapeutiques (Little child et al. , 2007) 
appelés: Nucléosides carbocycliques 
utilisés dans les traitements des infections 
virales et comme vasodilateurs cardiaques 

BamIB -enzyme de restriction (Larpent et Gourgaud, 
1997 

Maltodixtrin -Utilisation dans les processus de (Raasch et al., 2002) 
transglucosidase conversion de l'amidon 

Phosphatase -La détection non isotopique (Scriban, 1999) 
alcaline 

Arabinose -Additif intéressant dans le domaine (Bejar, 2006) 
isomérase agroalimentaire 

-Agent thérapeutique et préventif dans le 
domaine médical 
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111-3- Applications industrielles 
La microbiologie industrielle -partie intégrante des biotechnologies- est un secteur 

et un enjeu important de l'économie mondiale. Les microorganismes utilisés 
industriellement appartiennent essentiellement à quatre groupes, bactéries, 
actinomycètes, levures et moisissures. Les capacités de synthèse des microorganismes ne 
sont pas réservées aux seules industries alimentaires et pharmaceutiques ; les 
microorganismes sont également susceptibles de produire des matières premières ou des 
substances chimiques industrielles directement utilisables (Leduc- Lebaleur, 1991 ). 

111-3-1- Le compostage 
La réoccupation croissante relative à la dégradation des terres, à l 'utilisation 

irrationnelle des engrais minéraux, à la pollution de l'air, à la qualité du sol, à la 
biodiversité du sol et à la santé publique ont ravivé l' intérêt à l'égard des pratiques de 
recyclage de matières organiques tel que le compostage (Misra et al., 2005). 

Le compostage est un processus de conversion biochimique par biodégradation 
aérobie des matières organiques carbonées et azotées d' origine animale et végétale sous 
l'action des populations microbiennes diversifiées en un produit appelé «compost» de 
composition stable et riche en substances humiques (Soudi, 2005). Plusieurs paramètres 
essentiels doivent être maîtrisés pour garantir un bon démarrage de compostage : 
l'aération, humidité, rapport C/N, pH et température (Site web 4) . 

Le processus de compostage peut être décomposé en quatre phases : La phase 
mésophile, la phase thermophiles,la phase de refroidissement et la phase de maturation 
(Figure 4) (Znaidi, 2002). 

Tempè~.atur0 
Hy g ién is:Mi o 11 du co mpùst 

("C) 

60 

20 · 

Phase. Phase Phase de re.froidiss.ement 
mésoptri le thermophiloe · 

Plrnse de malllr11tion 
Temps 

Figure 4: exemple d' évolution de température pendant le compostage (Pagnot et al. , 
2006). 
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Parmi les phases précédentes, la phase qui nous intéresse est celle du thermophile, 
pendant laquelle l'activité microbienne amène un dégagement de chaleur et permet au 
compost d'atteindre des températures autour de 60°C. En effet des microorganismes 
mésophiles ne peuvent se développer à des températures élevées se sont des 
microorganismes thermophiles dominés par les bactéries mais aussi les champignons et 
les actinomycètes qui vont prendre la relève (Labrie, 1998). 

Lorsque les conditions d'humidité, d' oxygénation et les besoins nutritifs des 
microorganismes responsables du compostage sont satisfaites. Ces derniers prolifèrent, 
transforment la matière organique relâchent de la chaleur, de la vapeur d ' eau, du dioxyde 
de carbone (C02), du méthane, d'hydrogène (H2) et d' acide organique comme sous 
produits métaboliques (Lasseur et al., 2002). 

Après extraction et purification, ces acides organiques sont des 
agrosolvants, leurs principales fonctionnalités sont identiques à celles des solvants 
classiques. Se seront des dégraissants, adjuvants, diluants, pesticides et purifiants 
(Quelenis, 2007). De nombreux produits alimentaires contiennent une teneur élevée en 
acides organiques soit parce que des acides organiques leurs sont volontairement ajoutés 
(confiseries, boissons ... ) .Dans ces produits l'acidité paiiicipe à la conservation, mais est 
également recherchée pour la flaveur qu'elle apporte (Chêne, 2002). 

111-3-2- Production des biogaz 
Autre le compostage, la digestion anaérobie des déchets organiques et des effluents 

organiques industriels qui est un processus biologique de décomposition de la matière 
organique présente et aussi conduit à la formation de biogaz: méthane (CH4) , gaz 
carbonique (C02), l'hydrogène (H2), l'ammoniaque (NH3) ... etc. (Héteu et Martin, 2003). 

On peut différencier trois types de digestion anaérobie selon les zones de 
température dans lesquelles s'opère le processus soit basse, moyenne ou élevée, les 
limites variant d'un auteur à l'autre (Scriban, 1999) . 

-Digestion psychrophile: basse température 10 à 25 °C. 
-Digestion mésophile: température moyenne 30 à 45 °C. 
-Digestion thermophile: température élevée: 50-65°C. 

La fermentation thermophile permet une production plus élevée des biogaz par 
tonne de déchets traités et peut atteindre des cadences de chargement significativement 
plus élevées. La valeur ajoutée d'un fonctionnement à une température de 50°C réside 
dans le fait que des agents pathogènes humains sont détruits à ces températures ce qui 
améliore l'hygiène (De Baere, 2005). 

Parmi les communautés microbiennes thermophiles responsables de cette 
décomposition, les Thennotogales qui peuvent produire une grande quantité d 'H2 à partir 
des déchets agricoles à une température élevée, sous pression atmosphérique et avec un 
faible taux d'oxygène (Site web 5). 
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Le méthane fait du biogaz, une excellente source d' énergie renouvelable pour 
remplacer le gaz naturel et d'autres combustibles fossiles . Ce biogaz est généralement 
utilisé pour alimenter les chaudières des usines ainsi que les groupes électrogènes à 
moteur afin de produire de l ' électricité et de la chaleur qui sert au séchage de matériaux, 
à la réfrigération et au chauffage des bioréacteurs (Ho, 2006). Parmi les microorganismes 
producteurs de ce biogaz on a, Methanobacterium thermoantrophicum (Larpent et 
Gourgaud, 1985). 

111-3-3- Production d'éthanol 
L ' éthanol C2H50H ou l ' alcool éthylique peut être produit par fermentation de 

matières premières agricoles telles que le mais, le blé, l' orge et la canne à sucre, il peut 
aussi provenir de matières cellulosiques renouvelables comme les déchets foresti ers , les 
résidus de bois et les résidus agricoles (Thonart et al. , 2007). 

Les microorganismes thermophiles sont intéressants dans la production d' éthanol 
car la production est forle, la biomasse faible, la fermentation est rapide, les dangers de la 
contamination sont supprimés, les produits volatils peuvent se distiller en continue à 
partir du fermenteur, le refroidissement n'est plus facile. Parmi ces microorganismes : 
Clostridium thermohydrosulfuricum, Thermoanaerobium brockii, Thennoanaerobacter 
ethanolicus (Larpent et Gourgaud, 1985). 

L'éthanol est utilisé principalement dans la transformation des aliments et dans 
l' industrie pharmaceutique (Ah-you et al. , 2000) . Il possède aussi un haut pouvoir solvant 
(Quelenis, 2007). L'éthanol fut d ' abord employé pour des raisons de sécurité énergétique 
et de diversification des carburants afin de réduire la dépendance aux carburants à base 
de pétrole. On assiste présentement à un regain d ' intérêt pour l' utilisation croissante 
d'éthanol produit à partir de matières premières renouvelables dans le but de réduire les 
émissions de dioxyde de carbone (C02) un gaz à effet de serre qui contribue au 
réchauffement de la planète (Prakash, 1998). 

111-3-4-La biolixiviation 
La biolixiviation est la technique d'extraction d' éléments chimiques de minerais, de 

concentrés et de roches par l ' action solubilisantes de microorganismes ou de leurs 
métabolites à une pression normale et à une température qui peut atteindre 80°C (Larpent 
et Gourgaud, 1985). 

Ce procédé est souvent combiné à une lixiviation au moyen de solutions diluées 
d'acide sulfurique d' origine bactérienne ou chimique ainsi que de solutions contenants 
des acides organiques, des protéines, des polysaccharides et d' autres produits de synthèse 
microbienne (Prescott et al. , 2003). 

Pour la biolixiviation des métaux lourds, des microorganismes thermophiles sont 
couramment utilisés. Parmi les thermophiles modérés (50°C) : Sulfobacillus 
thermosulfidooxidans et parmi les thermophiles extrêmes (65-80°C) plusieurs souches de 
Sulfolobus, ces microorganismes résistants aux concentrations en métaux «travaillent» à 
des conditions très acides par oxydation du fer ferreux et des sulfures libérant ainsi des 
ions métalliques qui seront lessivés hors du milieu (Lecomte, 1998). 
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La biolixiviation semble donc une alternative prometteuse sur le plan économique 
mais également vis-à-vis de l'environnement, les métaux se retrouvant en solution 
peuvent en effet être précipités sous forme de produits stables et non polluants (Leduc
Lebaleur, 1991). 

III-3-5- Autres applications industrielles 
IIl-3-5-1- Traitement des eaux usées 

D'autres applications industrielles des microorganismes thermophiles concernent le 
traitement anaérobie des eaux usées urbaines ou industrielles par fermentation dans un 
réacteur fermé appelé fermenteur en présence des bactéries méthanogènes thermophiles à 
une température de l'ordre de 60°C (Site Web 6). 

IIl-3-5-2- Extraction du pétrole 
En associant les caractères thermophiles et halophiles, on se rapproche des 

conditions qui existent souvent dans les puits de pétrole .Certaines bactéries extraites de 
ces biotopes : Geobacillus pallidus, Brevibacillus thermoruber et G. stearothermophilus 
ont la particularité de produire des détergents naturels parfaitement biodégradables 
capables de libérer le pétrole des interstices et cavités dans lesquels il est prisonnier, 
après injection d'eau ou de gaz dans les puits (Sayadi, 2006). 

III-3-5-3- Biosenseurs 
L'intérêt des scientifiques se porte également vers la conception de biocapteurs 

véritables électrodes enzymatiques, stérilisables à la chaleur, donc dérivés d' organismes 
thermophiles ainsi que de «puces» biologiques dans le domaine de la bioélectronique, 
stable à haute température (Leduc -Lebaleur, 1991). 

III-3-5-4- Biodiesels 
Les biodiesels produits à partir de la biodégradation des huiles végétales telles que

par exemple- l'huile de pépins, huile de raisins ... . etc. Cette biodégradation se fait à l' aide 
des lipases généralement thermostables (Kumar et al. , 2005). Le meilleur potentiel 
d'utilisation des biodiesels est probablement son emploi c01mne additif pour réduire la 
teneur en soufre du pétrodiesel et améliorer ses propriétés lubrifiantes sans augmentation 
importante du prix (Ah- you et al., 2000). 
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111-4 - Les microorganismes thermophiles et les techniques moléculaires 
Une technique pour détecter une fonction exprimée par un microorganisme consiste 

à utiliser le clonage d'expression. Cette méthode a pour principe d'extraire l 'ADN de 
microorganisme de départ, à le fragmenter, et à l'insérer dans un vecteur d' expression in 
vitro qui est transformé dans un hôte. Cet hôte est choisi pour sa capacité de s ' exprimer 
des gènes des microorganismes de départ. De la même façon le vecteur est toujours 
choisi pour sa compatibilité avec l'hôte d'expression (Primrosse et al ., 2004). 

Le clonage et l'expression dans les hôtes sont couramment utilisés par la majorité 
des entreprises productrices d'enzymes pour fournir des biocatalyseurs aux processus 
industriels (Illanes, 1999). L'expression des gènes codants pour des enzymes 
thermostables dans les mésophiles présente plusieurs avantages : 

-La production d'enzymes recombinantes peut devenir facile . 
-Les systèmes mésophiles, ont eu un taux de production élevé. (Haki et Rakshit, 

2003). 
-Les enzymes résultantes conservent leurs propriétés de thermostabilité (Illans, 1999). 

Tableau 12: Exemples des gènes des thermophiles codants pour des enzymes 
thermostables clonés dans des hôtes mésophiles 

Gène codant Donneur Accepteur Remarque Référence 
pour : 
a amylase Thermococcus Escherichia L'enzyme garde (Levêque et 

hydrothermalis coli ses propriétés al ., 2000) 
initiales 

Geobacillus E. coli L ' activité (Cho et al. , 
thermoleovorans enzymatique est 2000) 
ID.1 augmentée 1,4 

fois 
Geobacillus sp. E. coli Surexpression du (Li et 
TWl BL21 gène codant pour Zhaing, 

Lipase l' enzyme 2005) 
Bacillus E. coli M15 Surexpression (Sinchaikul 
stearothermophilus et al. , 2001) 
Pl 
Bacillus sp . E. coli - (Sunna et al ., 
Tp 101 7- 1 L21 -SI 2002) 

Topoisomerasel Thermotoga E.coli Conservation des (Habib et 
maritima propriétés de Michel , 

l' enzyme 2007) 
Cellulase Pyrococcus Clostridium Augmentation de (Haki et 

furiosus la production Rakshit, 
2003) 

xylanase Thermotoga E. coli - (Haki et 
neapolitana Rakshit, 

2003) 
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Conclusion 

Conclusion 
Les microorganismes thermophiles et hyperthermophiles poussent de façon 

optimale à des températures élevées. Ils colonisent tous les environnements chauds 
terrestres et marins et présents des mécanismes d' adaptation particulaires. 

Les microorganismes thermophiles et hyperthermophiles sont intéressants non 
seulement pour des raisons biologiques de base mais également pour d' autres raisons. 
Ces microorganismes offrent des avantages majeurs aux processus industriels et 
biotechnologiques qui sont couramment effectués à haute température. La caractéristique 
la plus importante de ces microorganismes est leur capacité à produire des enzymes 
thermostables qui remplacent actuellement les catalyseurs chimiques classiques dans le 
domaine des industries pharmaceutiques, papetières, chimiques, agricoles, textiles et 
alimentaires. 

Nous pouvons tout de même observer que les microorganismes thermophiles restent 
un champ d'investigation étonnant et un défi pour les scientifiques aussi bien que les 
communautés commerciales. 
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The1mophiles and hype11hermophiles grow optimally a~ temperatures between 
45 and 100°C. They are represented by bacterial, archaeal and fungal species. These 

, organisms have been isolated from all types of teITesh·ial and marine hot 
enviromnents. Cellular components of thermophilic organisms are generally stable at 
high temperature and exhibit a high the1mostability. 

The1mostable enzymes from these microorganisms are highly specific and thus 
have considerable potential for many industrial and biotechnological applications. 
These enzymes can be produced through either fermentation or cloning and 
expression in a fast growing mesophilic hast. 

Key words: 
The1mophilic microorganisms, hot environments, the1mostability, 

biotechnological applications, thermostables enzymes, clonin o and ex ress10n. 

Résumé: 
Les thermophiles et les hyperthermophiles poussent de façon optimale à des 

températures comprises entre 45-1 OO °C, elles sont représentées seulement par des 
. espèces bactériennes, Archiennes et fongiques. 

Ces microorganismes sont isolés de tous les environnements chauds tenestres et 
manns. Les composés cellulaires des microorganismes thermophiles sont 
généralement adaptés aux températures élevées et montrent une thermoactivité 
étonnante. 

Les enzymes issus de ces microorganismes présentent une grande spécificité, 
c'est pour quoi elles ont un potentiel considérable pour plusieurs applications 
industriell es et biotechnologigues. Ces enzymes peuvent être produites par 
fermentation ou par le clonage et l 'exprëssion dans des hôtes mésophiles à croissance 
rapide. 

1VI ots clés: 
)vlicroorgani smes thermophiles, environnements chauds, thermostabilité, applications 
biotechnologiqucs, enzymes thermostables, clonage et expression. 


