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Résumé :

La caractérisation des algues microscopiques des environnements extrémes, y compris les
sources thermales, est un sujet de recherche important qui a récemment émergé. Les
microalgues thermophiles sont considérées comme un vivier pour plusieurs applications
économiques et scientifiques. L’Algérie possede plus de 240 sources hydrothermales,
néanmoins, ces sources vierges ont été peu étudiées d'un point de vue biotechnologique.

Pour cela, des échantillons de microalgues thermophiles ont été collectés des sources
hydrothermales de I’Est Algérien présentant des températures de 37 a 63 °C. Les especes ont
été isolées et cultivées dans des milieux BBM et BG11 a 35 °C dans des chambres de culture
(Panasonic MLR-352-PE) et la lumiére a été fournie par des tubes fluorescents (Panasonic FL
40SS ENWI/37 de lumiere du jour froide) 16:8h lumiére/obscurité avec une intensité
lumineuse de 75 pM photons m™?s™. Les espéces de microalgues isolées ont été identifiées
morphologiquement par microscopie. De plus, quatre especes de microalgues thermophiles
purifiées ont été sélectionnées pour produire de la biomasse afin de caractériser leur profil en
acides gras AG. Ces espéces ont été cultivées dans des milieux BBM et BG11 liquides a 35
°C. Les études morphologiques combinées a des analyses phylogénétiques ont révélé que les
isolats étaient Coelastrella thermophila var. globulina Q. Wang, H. Song, X. Liu, G. Liu et Z,
Hu et trois varités de Mastigocladus laminosus Cohn ex Kitchener.

Les sources hydrothermales étudiées présentaient une biodiversité algale relativement
importante avec 29 espéces. Ainsi, I’espéce Coelastrella thermophila var. globulina présentait
un profil d’AG intéressant avec des valeurs importantes d'’AG polyinsaturé omega-6
(15,80 %) et oméga-3 (05,76 %) et constitue donc une source potentielle pour la
biotechnologie nutritionnelle en tant que complément alimentaire. Tandis que, les trois
variétés de M. laminosus ont montré un profil d'AG approprié avec une proportion élevée
d'AG saturé et d'AG monoinsaturé représentant une excellente matiere premiére pour la
production de biodiesel. En conclusion, les espéces caractérisées des sources thermales
étudiées montrent un intérét commercial. Les sources thermales en Algérie devraient étre
étudiées plus en profondeur pour explorer leur biodiversité et leurs utilisations
biotechnologiques potentielles.

Mots-clés : acides gras ; Algérie ; algues microscopiques ; caractérisation ; biotechnologie ;

sources hydrothermale.



Abstract:

The characterization of microscopic algae from extreme environments, including hot springs,
is an important subject of research that has recently emerged. Thermophilic microalgae are a
source of scientific and economic applications. Algeria has over 240 hydrothermal sources,
but these sources have received little biotechnological attention.

Thermophilc microscopic algae samples were collected from hydrothermal sources in eastern
Algeria at temperatures ranging from 37 to 63 degrees Celsius. The species were isolated and
grown in BBM and BG11 media at temperatures ranging from 20 to 35 degrees Celsius in
culture chambers (Panasonic MLR-352-PE), with light provided by fluorescent tubes
(Panasonic FL 40SS ENW/37 of cold day light) 16 : 8 h light/dark with a light intensity of 75
million photons per square meter. Microscopy was used to identify isolated microalgae
species based on their morphology. In addition, four isolated and cultivated Thermophilc
microalgae were chosen to generate biomass to characterize their fatty acid (FA) profiles.
These species were grown in liqguid BBM and BG11 medium at 35 degrees Celsius.
Morphological studies combined with phylogenetic analyses revealed that the isolates were
Coelastrella thermophila var. globulina. Q. Wang, H. Song, X. Liu, G. Liu, and Z. Hu, as

well as three specimens of Mastigocladus laminosus Cohn ex Kitchener.

The hydrothermal springs studied presented a relatively high algal biodiversity with 29
species. Thus, the species Coelastrella thermophila var. globulina presented an interesting FA
profile with significant values of omega-6 (15.80%) and omega-3 (05.76%) polyunsaturated
FA and is a potential source for nutritional biotechnology as a dietary supplement. While, the
three varieties of M. laminosus showed a suitable FA profile with a high proportion of
saturated FA and monounsaturated FA representing an excellent feedstock for biodiesel
production. In conclusion, the characterized species of the thermal springs studied showed
commercial interest. Thermal springs in Algeria should be studied further to explore their

biodiversity and potential biotechnological uses.

Keywords: biotechnology; Algeria; characterization; fatty acids; hydrothermal sources;

microscopic algae.
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Introduction

Les algues microscopiques sont un groupe extrémement diversifié et hautement spécialisé
de micro-organismes photosyntheétiques, allant des organismes unicellulaires aux organismes
multicellulaires, avec une grande diversité des caractéristiques morphologique,
physiologiques et biochimiques, adaptés a divers habitats écologiques (Abou-Shanab et al.,
2011 ; Kumara et al., 2019; Alshareef, 2021). Le terme "algues” n'a pas une définition
taxonomique standard mais ce terme est couramment utilisé pour unifier un groupe
hétérogéne d'origine polyphylétique, qui, en raison de leur organisation cellulaire procaryote
et eucaryote, appartient a deux domaines de l'arbre de la vie, Eubacteria et Eukarya. Ces
organismes utilisent I'énergie solaire pour unir I'eau au dioxyde de carbone afin de générer de
la biomasse, qui peut étre utilisée a de multiples fins biotechnologique (Kumara et al., 2019 ;
Xu et al., 2020).

Les algues microscopiques sont résistantes et se trouvent également dans de nombreux
autres endroits de notre planete. 1l s'agit notamment des sols et les substrats solides subaériens
(écorces, racines et feuilles d'arbres, rochers, murs de béatiments urbains (Gartner et al.,
2021)...ect et d'autres encore, préferent la neige, la glace et les sources thermales (Aguilera et
al., 2012 ; Jonker et al., 2013), qui dépassent les limites normales de croissance et ont
longtemps été considérées comme inhospitaliéres pour les organismes vivants (Gartner et al.,
2021).

Récemment, les microalgues ont recu une attention croissante dans la recherche
biotechnologique, notamment en ce qui concerne la production de biocarburants a base de
lipides, et aussi I’utilisation d'acides gras polyinsaturés (AGPI) en tant que compléments pour
la nutrition humaine et animale (Liu et al., 2016). Une large gamme de composés précieux
peut également étre extraite, tels que les graisses, les acides gras polyinsatures, I'huile, les
colorants naturels, les sucres, les pigments, des toxines, les antioxydants ; des agents
antimicrobiens, composés bioactifs de grande valeur, et autres produits chimiques fins, avec
de nombreux domaines d'applications commerciales possibles, notamment les domaines des
biocarburants, les cosmétiques, les produits pharmaceutiques, la nutrition et les additifs

alimentaires, I'aquaculture et la bioremédiation (Mata et al., 2010 ; De Morais et al., 2015).

Les sources thermales constituent un habitat trés intéressant pour I'étude microbiologique.
Ces habitas sont des biotopes bien isolés se produisant en grappes dans des régions

globalement éloignées, et les micro-organismes qui les habitent sont des extrémophiles



adaptés a des conditions assez differentes de celles de 1’environnement habituelle (Aguilera
and Amils, 2012 ; McGregor and Rasmussen, 2008). Les températures élevées, avec leurs
gradients prononcés, la composition chimique diversifiée de I'eau et I'isolement géographique
des sources thermales, qui sont tous considérés comme inhibant I'échange d'especes,
conduisent a I'établissement de communautés microbiennes spécifiques et distinctes
(Strunecky et al., 2019).

Pour les micro-organismes eucaryotes, la temperature la plus élevée signalée est de 62 °C
(Aguilera and Amils, 2012). En général, les eaux thermales coulent a une température égale
ou supérieure a 36,71 °C (Pentecote et al., 2003). La température est I'un des facteurs les plus
importants qui influencent la distribution et I'abondance des espéces en raison de ses effets sur
les activités enzymatiques (Aguilera and Amils, 2012).

De plus, les sources thermales sont des environnements écologiques trés prometteurs pour
I'étude des communautés d'algues, y compris les membres des Cyanophyta (bleu-vert),
Chlorophyta (algues vertes) et Bacillariophyta (diatomées) habitant ces sources thermales et
en raison de leurs remarquables adaptations aux conditions difficiles, ces micro-organismes

attirent depuis longtemps l'attention des chercheurs (Onker et al., 2013; Lai et al., 2019).

Les sources thermo-minérales sont considérées comme des habitats trés intéressants pour
I'étude de la microflore algale (Lai et al., 2019). Ces dernieres années, les micro-organismes
thermophiles ont été largement utilisés pour leur potentiel biotechnologique, notamment dans
les procédés industriels. La biotechnologie industrielle permet la production de grandes
quantités de produits chimiques, de substances polymériques et de biocarburants (Chen et
Jiang, 2018). Les microalgues thermophiles qui habitent les sources thermales sont
particulierement intéressantes pour les biologistes car l'origine génétique de la thermophilie
n'est pas entierement comprise (Bauman et Simmonds, 1969). De méme, isoler les souches de
microalgues indigenes de ces habitats extrémes est essentiel, et plusieurs de ces espéces
pourraient étre plus précieuses que les souches disponibles dans le domaine biotechnologique
(Covarrubias et al., 2016; Goecke et al., 2020).

L'Algérie compte plus de 240 sources thermales a travers le pays (température comprise
entre de 31 et 98 °C), dont plus de 76 sources thermales situées principalement dans sa zone
nord-est, avec des parameétres physiques et chimiques variables (Bouaicha et al., 2019). Ces

écosystémes extrémes peuvent contient des microorganismes comme les microalgues qui peut



avoir des caractéristiques métaboliques intéressantes. Néanmoins, les études sur la
biodiversité des microalgues thermophiles de ces sources thermales algériennes sont tres rares
et leur potentiel en biotechnologie reste encore totalement inexploré. Malgré le large éventail
de sources thermales en Algeérie, ni la composition taxonomique ni les caractéristiques
morphologiques des diatomées n'ont encore été étudiées. C'est dans ce contexte que cette

recherche a été réalisée.

Les principaux objectifs de cette étude étaient : (1) de décrire la composition spécifique et
la biodiversité de microalgues eucaryotes et procaryotes (cyanobactéries) des sources
hydrothermales de 1’Algérie; (2) Isolement, purification et maintien des cultures de
microalgues isolées des eaux thermales de 1’Algérie ; (3) analyser les extraits des especes

purifiées et cultivées ; et déterminer leurs éventuelles utilisation biotechnologiques.

Cette présente thése est subdivisée en trois parties : une synthése bibliographique, I’étude

expérimentale et enfin les résultats et discussion.

La partie bibliographique comporte deux grands chapitres : le premier chapitre traite des
généralités sur les algues microscopiques, leurs classifications, ainsi que les leurs principaux
caractéristiques ; en plus ce premier chapitre est consacré a 1’étude des Métabolites des algues
microscopiques, leurs propriétés biologiques. Le deuxiéme chapitre présente les algues

microscopiques et les cyanobactéries thermophiles.

La partie expérimentale présente la description des matériels et méthodes utilisés pour
répondre aux besoins expérimentaux de cette thése. Cette partie se déroule aussi en deux axes,
la premiere porte sur I’isolement, culture et 1’identification des algues microscopiques
collectées des différentes sources hydrothermales algériennes. Ainsi, nous avons identifié
morphologiquement et phylogénétiquement des espéces de microalgues natives sélectionnées.
Dans le deuxiéme axe, nous nous sommes intéressés a caractériser le profil des acides gras
des especes purifier et cultivées et aussi a valoriser leur intérét biotechnologiques et recherche

d’une activité antimicrobienne de leur extrait.

Enfin, dans la troisieme partie, nous avons présenté et discuté les résultats obtenus, en les

comparants a ceux publiés dans la littérature scientifique.
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Chapitre | Revue Bibliographique

Chapitre | : Les algues microscopiques
I. Généralités sur les algues microscopiques
I.1. Définition des algues

. Le mot algue est derive de mot "alga" (latin) et (grec) "phykos". Les algues sont un groupe
trés diversifié d’organismes photosynthétiques possédant la chlorophylle a adaptés a un large
éventail d'habitats écologiques ; allant de I'eau douce aux habitats extrémes tels que la neige,
et les sources chaudes (Abou-Shanab et al., 2011 Patel et al., 2019). Ces organismes sont
dépourvues de tige, de racine, de feuille ou de fleur, leur appareil végétatif relativement

simple est nommé « thalle » (Guillaume et al., 2010; Prescott et al., 2011).

Le terme « algues » n'a pas de statut taxonomique mais est couramment utilisé pour
unifier les phototrophes thalliques, qui catalisent I'énergie solaire par photosynthese et
produisent de l'oxygene et génere de la biomasse. Les algues sont un groupe hétérogene
d'origine polyphylétique, qui par leur organisation cellulaire procaryote et eucaryote
appartiennent & deux domaines de I'Arbre de vie, Eubacteria et Eukarya (Mohmmed et al.,
2022). Les algues eucaryotes sont regroupées sous le royaume Protista tandis que les algues
procaryotes cyanobactéries ou algues bleu-vert sont classé comme bactérie (Kingdom
Monera) (Chu, 2012).

Les algues comprennent les formes microscopiques (microalgues) et macroscopiques
(macroalgues). Ces organismes se trouvent libres ou attachées a un support, avec un taille
allant de moins d’un micromeétre pour 1’algue Prochlorococcus (0.5 um) a une dizaines de
meétres comme les macrocystis (60 m) (Floc'h et al., 2010, Chu, 2012). Le nombre d'espéces

d'algues a été estimé entre un et dix millions (Chu, 2012; Guiry et al., 2014).
1.2. Définition des algues microscopiques

Les algues microscopique ou appelés aussi les microalgues sont des micro-organismes
unicellulaires ou pluricellulaire photoautotrophes qui habitent dans les biotopes aquatiques et
dans les écosystémes terrestres, et ont des formes variées avec un diamétre ou une longueur
denviron 3-10 um. Le terme microalgues comprend des organismes procaryotes et
eucaryotes (de Morais et al., 2015; Mohmmed et al., 2022). Il existe un large éventail
d’espéces estimé entre 50 000 et 1 million, ce qui représente un grand potentiel et une
grande diversité par rapport aux 10 000 especes étudiées (Dejoye, 2013). Nonobstant 1’intérét
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grandissant des industrieux, uniquement quelques dizaines des espéces d’algues
microscopiques sont cultivees a 1’échelle industrielle. La plupart des algues microscopiques se
développent a une température de 25-30°C (Spolaore et al., 2006; Lucchtti, 2014).

Les microalgues sont des ressources biologiques importantes qui ont un large éventail
d'applications biotechnologiques et économiques (Chu, 2012). 1l y a longtemps, le criblage
des microalgues a attiré l'attention en raison de leur potentiel utilisation dans divers domaines
scientifiques et biotechnologiques ; comme des compléments alimentaires pour prévenir de
nombreuses maladies ou comme matiére premiére pour la production de biodiesel (Chu, 2012;
Mohammed et al., 2022). En raison de leur haute valeur nutritionnelle, les microalgues telles
que la spiruline et la chlorelle sont cultivées en masse pour des aliments diététiques (Chu,
2012).

I. Principaux caractéristiques des algues microscopiques

La plupart des algues microscopiques sont des organismes photo-autotrophes ou
autotrophes. Elles utilisent la photosynthése pour extraire de 1’énergie de la lumiére et le CO,
constitue la source essentielle de leur nutrition. Leur structure cellulaire simplifie et leur taille
minuscule leur confére la possibilité de réaliser une photosynthése trés opérante (Dejoye,
2013). Elles transforment 1’énergie solaire en hydrates de carbone et lipides, des molécules
avec une énergie plus stable. Plusieurs espéces de microalgues possedent la capacité
d’assembler, dans des conditions particuliéres, le carbone capté, en lipides désignés
triglycérides. Les lipides stockés forment un réservoir. En conditions régulieres, ces
proportions demeurent faibles, et les lipides sont particulierement composés de
phospholipides et de glycolipides (constituants des membranes). Néanmoins, certaines
especes ont la capacité d'assembler jusqu'a 80 % de leur poids sec en lipides (Chisti, 2007 ;
Dejoye, 2013).

Plusieurs espéces d’algues microscopiques ont la capacité de se accroitre en absence de
lumiere ; elles sont appelées hétérotrophes. Pour cela, elles se développent en mode clos dans
des bioréacteurs similaires a des fermenteurs et s’alimentent de carbone organique (Perez-
Garcia et al., 2011; Dejoye, 2013).
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I11. Besoins en nutriments

Tous les organismes ont besoin de nutriments de base pour leur croissance et leur
multiplication, et la plupart des microalgues peuvent répondre a tous leurs besoins cellulaires
pour leur croissance avec quelques composes clés ; macronutriments, micronutriments (oligo-
éléments) et vitamines (Andersen, 2005 ; Mohamed Abdelaziz, 2014).

Deux macronutriments, I'azote (N) et phosphore (P), sont les plus importants pour la
croissance des microalgues et sont nécessaires avec des grandes quantités. De plus, la silice
(Si) est nécessaire a la production de parois cellulaires par les diatomeées, et quelques
chrysophytes et silicoflagellés. Bien qu'il soit requis en moindre quantité, le sodium (Na), le
potassium (K), le soufre (S) et le magnésium (Mg) sont également considérés comme des
macronutriments. Les micronutriments (oligo-éléments) ne sont nécessaires qu'en quantités
intermédiaires ou faibles, et ces comprennent le fer (Fe), le cuivre (Cu), le calcium (Ca), le
chlorure (CI), le manganese (Mn), le zinc (Zn), le bore (Bo), cobalt (Co) et molybdéne (Mo).
Certaines microalgues ont également besoin de vitamines comme la B1 (thiamine), B12
(cyanocobalamine) et H (biotine) pour la croissance. Ce sont les composés de base que les
microalgues doivent provenir de tout milieu utilisé pour la culture (Mohamed Abdelaziz,
2014)

V. Métabolisme des algues microscopiques

Les microalgues sont des organismes photosynthétiques qui jouent un réle clé réle dans
les écosystemes aquatiques. Environ 40 % de la photosynthese mondiale est due a ces micro-
organismes. Le métabolisme des microalgues réagit aux changements de I'environnement
extérieur avec des modifications de son environnement intracellulaire. Ainsi, la manipulation
des conditions de culture, ou la présence ou absence de certains nutriments, stimule la
biosynthése de composés spécifiques (de Morais et al., 2015). Les algues représentent un
groupe important d'organismes pour I'exploitation biotechnologique, en particulier pour
produits, processus et services, avec d'importants impacts dans les industries alimentaires et

pharmaceutiques ainsi comme en santé publique (Chu, 2012).

Plusieurs études ont été menées pour étudier la produits du métabolisme des microalgues
non seulement pour comprendre nature mais aussi de rechercher des substances ayant des
applications possibles chez I'homme dans différents domaines d'intérét. Le criblage d'extraits

ou l'isolement de métabolites de différentes microalgues est une methode courante pour
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déterminer I'activité biologique de ces composants. Les microalgues ont été décrites comme
de sources riches de divers biocomposés d'intérét commercial (de Morais et al., 2015).

Dans termes de biotechnologie environnementale, les microalgues sont utiles pour la
bioremédiation des eaux usées agro-industrielles, et comme outil biologique pour I'évaluation
et la surveillance des toxiques environnementaux tels que les métaux lourds, et les pesticides
(Chu, 2012). Outre, I’utilisation des microalgues a attiré beaucoup d'attention dans divers
secteurs industriels telles que I'alimentation humaine, animale et I'aquaculture, aussi dans les

domaines pharmaceutiques et cosmétiques (Alshareef, 2021).

V. Classification des grandes lignées d’algues
V.1. Les bases de la classification des grandes lignées d’algues

Plusieurs caracteres environnementaux, biochimiques, ou physiologiques contribuent
dans la classification des algues y inclus leurs biotopes, les structures cellulaires, le mode
nutritionnel, aussi le type et la localisation des pigments et les molécules de réserve. Bien que
une extréme distinction et complexité structurale, tant d’un point de vue macroscopique que
microscopique, les algues sont néanmoins classifiées en plusieurs embranchements selon des
criteres établis suivant leurs polysaccharides de stock, ainsi leurs arrangements pigmentaires,

ou leurs caractéristiques cellulaires (Reviers, 2002).
V.1. 1. Pigments photosynthétiques

Les microalgues sont des microorganismes producteurs de pigments. Selon leurs
arrangements pigmentaires se sont classifiées dans des embranchements, avec une énorme
variété d'espéces dans chaque catégorie, a savoir les algues brunes, algues rouges et algues
vertes (Belghit et al., 2017). Ces pigments algales ont attiré l'attention pour leur utilisation
dans les industries alimentaires humaines et animale, ainsi que dans les domaines
cosmétiques , aussi ces pigments sont utilisés comme des molécules bioactif avec un
potentiel antioxydant, antidiabétique, immunomodulateur, antiangiogénique, anti-

inflammatoire, etc... (Manivasagan et al., 2017).

La croissance de nombre de colorants alimentaires naturels (et en particulier ceux qui
présentent des bienfaits pour la santé) a été motivée par I'intérét des consommateurs pour les

additifs alimentaires non synthétiques (Heldt et Piechulla ,2011). Les pigments d'algues
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comprennent la chlorophylle, Phycobiliprotéines et les caroténoides tels que les caroténes (J3-
caroténe) et xanthophylles (fucoxanthine, violaxanthine, antheraxanthine, zéaxanthine,

lutéine, néoxanthine) (Manivasagan et al., 2017).
» Chlorophylle

La chlorophylle est un pigment omniprésent dans la plupart des plantes, des algues et
des bactéries photosynthétiques. Il joue un réle clé dans la photosynthése et dans plusieurs

fonctions biologiques (Heldt et Piechulla, 2011).

La chlorophylle est un chromophore cyclisé avec 4 anneaux de pyrrole, un tétrapyrrole
(anneau de porphyrine), un centre d'ion magnésium et une long hydrophobe queue. Les
électrons qui entourent I'anneau sont libres, ce qui augmente le potentiel de la chlorophylle a
gagner ou a perdre des électrons. Cela explique aussi son instabilit¢ dans la présence
d'enzymes, d'acides, d'oxygeéne, de lumiére et de la chaleur. Plusieurs formes de chlorophylle
existent dans nature. Ceux-ci incluent la chlorophylle a, b, c, d, e et f. Les différentes formes
de chlorophylle conduisant structurellement a une différence dans les caractéristiques
d’absorption (Farineau et Morot-Gaudry, 2005; Heldt et Piechulla, 2011). Dans la
chlorophylle a (chl-a), anneau b contient un groupe méthyle, tandis qu'un groupe formyle est
présent dans la chlorophylle b (chl-b) (Nobel, 2009).

» Phycobiliprotéines

Les phycobiliprotéines sont une famille de complexes protéiques pigmentaires solubles
dans I'eau, que l'on trouve principalement dans les Rhodophycées et les Cyanophycées. Ils se
présentent sous forme de protéines (30 a 35 kDa) liees de maniére covalente via des acides
aminés ; la cystéine (Cys) aux phycobilines pigmentées (586 kDa) (Nobel, 2009). La famille
des phycobiliprotéines est composée de la phycoérythrine (pigment rouge), de la
phycocyanine (pigment bleu pigment) et I'allophycocyanine (pigment bleu clair) (Watanabe et
Ikeuchi, 2013).

Les phycobilines sont des tétrapyrroles comme les chlorophylles, mais se présentent
sous forme de chaine ouverte comme le phytochrome (contrairement aux chlorophylles dans
lesquelles les tétrapyrroles sont comme des porphyrines a cycle fermé) (Kitade et al., 2018 ;

Zhang et al., 2017). Les multiples groupes prothétiques chromophores (4 -34) dans les
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phycobiliprotéines les rendent hautement fluorescents avec des coefficients d'absorption
élevés (Hermanson, 2013 ; Viskari et Colyer, 2002).

» Caroténoides

Les caroténoides sont une classe de pigments naturels jaunes, verts et orange largement
répandus. Distribuées dans la nature et synthétisées par les plantes, certaines bactérie
(cyanobacteéries et bactéries non- photosynthétique), champignons et algues (Avalos et
Carmen, 2015 ; Yabhia, et al., 2017). Plus de 600 caroténoides ont été identifiés a ce jour
(Yahiaetal., 2017).

Les caroténoides sont classés en deux groupes principaux : les hydrocarbures purs
(carotenes, par exemple; a- caroténe, B-carotene et lycopéne) et les dérivés oxygénés
(alcooliques) (xanthophylles telles que la lutéine et zéaxanthine). Les caractéristiques
structurelles des caroténoides telles que la longueur, la taille, les groupes fonctionnels,
I'isomérisation, la polarité jouent un réle important dans la détermination de I'absorption, et la

coloration (Cooperstone et al., 2015).

Comme les phycobiliprotéines, les caroténoides servent comme de pigments
accessoires ; qui absorbent et transmettre I'énergie lumineuse a la chlorophylle, ainsi
participent a la photoprotection. Lorsqu'ils sont consommés par les humains et les animaux,
certains caroténoides sont impliqués aux activités antioxydants, ainsi ces piments jouent
d'autres fonctions physiologiques telles que la protection contre diverses maladies (Miyashita,
Hosokawa, 2014). Les caroténoides sont utilisés comme colorants naturels et comme additif
pour l'alimentation animale, ainsi que dans les cosmétiques. En termes de pertinence
nutritionnelle, certains caroténoides, en particulier le b-caroténe agit comme la provitamine A.
Les caroténoides sont également connus pour avoir une valeur thérapeutique, y compris
activités anti-inflammatoires et anticancéreuses, qui sont largement attribués a leurs propriétés
antioxydantes (Chu, 2012).

V.1. 2. Les polysaccharides

Les polysaccharides appelé également glucanes sont des polymeéres glucidiques
constitués par la photosynthése. Ils sont devises en deux catégories : les polysaccharides de

réserve et les polysaccharides pariétaux (Ruiz, 2005).
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» Les polysaccharides de réserve

Des glucanes de réserve dissolubles existent dans les vacuoles, alors que d'autres glucanes
insolubles constituent des granules identifiables au microscope sont installés dans les vacuoles
(Ruiz, 2005).

» Les polysaccharides pariétaux

La taxinomie des familles d'algues se base sur les caractéristiques chimiques des
colloides qu'elles synthétisent autour de la cellule (Candless, 1978). Les parois des algues sont
distinctes des autres organismes végétaux par leur disposition et leur composants. Ils peuvent
généralement étre interprétés comme une composition biphasique composée d'un cycle
fibrillaire cristalline squelettique et d'un cycle matricielle, dont la structure change suivant les
especes (Neil et al., 1984).

V. 2. Classification des grandes lignées d’algues

Généralement, les algues sont un groupe extrémement diversifié d'eucaryotes et
organismes photosynthétiques procaryotes, qui possedent divers traits physiologigues,
morphologiques et génétiques pour conférer la capacité de produire divers composés
bioactifs. Chlorophyta est I'un des plus grands phylums avec différentes espéces et une large
répartition  geéographique. Ces organismes microscopiques présentent différentes
morphologies avec environ 3 a 10 um (longueur ou diamétre) et supportent environ 40 % de

la photosynthese globale (Kumar et al., 2019)

Cet organisme, ancétre commun du clade des cyanobactéries, est également a l'origine
des algues eucaryotes. On pense qu'un événement endosymbiotique est responsable a la fois
des algues rouges et vertes, ou ces derniéres se sont différenciées en Chlorophyta et

Charophyta, I'ancétre vivant le plus proche des plantes terrestres (Mohamed Abdelaziz, 2014)

Les principaux groupes de microalgues different principalement en termes de
composition pigmentaire, constituants biochimiques, ultrastructure et cycle de vie. Les
groupes principaux des algues comprennent les diatomées (classe Bacillariophyceae),
Chlorophyceae (algues vert), brun doré (Classe Chrysophyceae), et bleu-vert ou
cyanobactéries (classe des cyanophycées) (Figure 1) (Sheehan et al., 1998 ; Moreno, R.
2012))

10
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Figure 1. Arbre phylogénétique
http://www.keweenawalgae.mtu.edu/ (consulté le 20/05/2022)

V. 2. 1. les Chlorophycées
Les Chlorophycées est un groupe d'algues vertes qui appartient a une lignée au sein du

super groupe Archeaeplastida (Archibald et coll. 2017). Cette algue verte est un eucaryote
photosynthétique caractérisé en ce qu' il a les pigments de chlorophylle a et chlorophylle b;
chloroplastes sans endoplasme externe réticulum; véritables parois cellulaires en amidon et

cellulose; et thylakoides sont généralement en piles de deux a six (Silva et al., 2021)

Les chlorophytes sont une lignée ancienne et taxonomiquement diversifiée d'algues vertes

avec environ 8 000 especes décrites et environ 5 000 espéces encore non décrites. Pendant
longtemps, la classification de ces organismes a été entierement basee sur les caractéristiques

morphologiques et cytologiques des stades végétatifs de leur cycle de vie (Goecke et al.,
11
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2020). Les membres de ce groupe font partie des microalgues les plus courantes, en
particulier en eau douce. Ce groupe contient de la chlorophylle a et de la chlorophylle b et
plusieurs caroténoides qui peuvent étre synthétisés dans des conditions de stress et faire
changer de couleur I’algue. L'amidon est leur principal composant de stockage. Chez certaines
espéces, cependant, il a été constaté que la carence en N stimule I'accumulation de lipides. Les
plantes supérieures sont considérés comme des descendants des algues vertes, et pour cette
raison, ont recu plus dattention que dautres groupes dalgues avec Chlorella et
Chlamydomonas étant deux genres couramment étudiés (Sheehan et al., 1998 ; Moreno,
2012).

Récemment, diverses études ont rapporté l'intérét biotechnologique de ce genre en
raison de sa teneur élevé en pigments et en acides gras, ainsi que pour une utilisation

potentielle en bioremédiation (Goecke et al., 2020).
V.2. 2. Cyanobactéries

Les cyanobactéries sont des micro-organismes autotrophes qui ont une longue histoire
évolutive et de nombreuses caractéristiques métaboliques intéressantes. Les cyanobactéries
produisent de I'oxygene, photosynthése de type végétal. L'atmosphere riche en oxygene de la
Terre et l'origine cyanobactérienne des plastes chez les plantes sont les deux principales
contributions évolutives apportées par cyanobactéries (Sivonen, 2009 ; Komarek et al .,
2003).).

Les cyanobactéries sont des procaryotes photosynthétiques gram-négatifs qui sont des
habitants communs des écosystemes terrestres et aquatiques, tels que les lacs, les eaux
thermales et les eaux saumatres. Certaines cyanobactéries sont capables de transporter sur la
fixation de l'azote. Les cyanobactéries sont présentes dans divers milieux aquatiques (eau
douce et saumatre, océans et sources chaudes), milieux terrestres (sol, déserts et glaciers) et
des symbioses (avec des plantes, des lichens, et animaux primitifs). Dans les milieux
aquatiques, les cyanobactéries sont d'importants producteurs primaires et font partie du
phytoplancton (Sivonen, 2009).

Cyanobacteéries se distinguent des autres bactéries par la photosynthése oxygenée. Les
cyanobactéries ont été les premiers colonisateurs de la Terre et, grace a la photosynthese, elles

ont libéré de I'oxygéne qui a permis a d'autres formes de vie de vivre sur cette planéte. Les
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algues sont en outre divisées en plusieurs grands groupes, a savoir vert, algues brunes et

rouges en fonction de leur pigmentation (Chu, 2012).

Les cyanobactéries peuvent également former des biofilmes et tapis (cyanobactéries
benthiques). Dans les eaux eutrophies, les cyanobactéries forment fréquemment des
occurrences massives, appelées l'eau fleurit. Les cyanobactéries étaient autrefois appelées
algues bleues. Les occurrences massives de cyanobactéries peuvent étre toxiques. Ils ont
causé un certain nombre d'empoisonnements d'animaux et constituent également une menace

pour la santé humaine (Sivonen, 2009).

Les cyanobactéries possédent des plusieurs formes ; elles peuvent étre unicellulaires de
forme arrondi ou batonnet, soit pluricellulaires constituant donc des colonies filamenteuses ou
trichomes. Leur dimension varie de 1 a 10 um (Delarras, 2010). Elles possedent trois formes

structurales :
V.2.2.1. Les cellules végétatives

De forme variées rondes, ovoides, oblongues, quadratiques et avec un contenu cellulaire
homogéne ou non, avec ou sans vacuoles a gaz. Les cellules végétatives, cellules
photosynthétiques, sont formées dans des conditions de croissances favorables. Cellule mere
dont les fonctions métaboliques sont actives ou se fait la formation d’une endospore ; le

phénomene de sporulation (Tortora et al., 2003 ; Komarek et al ., 2003).
V.2.2.2. Les hétérocystes

Les hétérocystes ont un certain nombre de traits caractéristiques facilement visibles par
microscopie optique. lls sont généralement plus gros que les cellules végétatives, avec un
cytoplasme moins granulaire, des parois cellulaires épaissies et des corps polaires rétractiles
au point de contact avec les cellules adjacentes (David et Paula, 1999).

V.2.2.3. Les akinétes

Les akinétes sont des cellules caractérisées par une grande taille par rapport aux cellules
végétatives, leur paroi cellulaire épaisse et leurs couches tégumentaires supplémentaires, et
leur teneur élevée en réserves d'azote sous forme de granules de cyanophycine (fig. 04). Ces

derniéres germent pour former de nouveaux filaments (Pichel, 2009).

13
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V.2.3. Les algues rouges ou les Rhodophycées

Les algues rouges sont un groupe tres diversifié. Ce sont des photoautotrophes ; qui
contiennent les pigments suivants : la chlorophylle a, des caroténoides et des
phycobiliprotéines : I'allophycocyanine (bleu), la phycocyanine (bleu) et la phycoérythrine
qui lui donne sa couleur rouge. Ces algues se trouvent dans les eaux salées (ex. Porphyridium)

et les eaux saumatres, mais rarement dans les eaux douces (Hamedi, 2019).

Cette classe contient prées de 400 espéces présentant dans la
plupart des cas un métabolisme photo-autotrophes ou photo-organotrophes. Elles se

distinguent généralement par un cycle de reproduction complexe (Garon-Lardiere, 2004).
V.2. 4. Les algues brunes ou les Ochrophyta

Ochrophyta sont des microalgues brun doré appelées microalgues brunes. Cette
Charophyta se caractérise par la présence de plastes a 04 membranes (endosymbiotique
secondaires) et possedent les chlorophylles a et ¢ avec d’autres pigments (Amirouche et al.,
2009 ; Fazlutdinova et al., 2021).).

V.2.4.1. Bacillariophycées

Les Bacillariophycées sont un groupe d'organismes eucaryotes qui pourraient occuper un
large éventail d'habitats, de nombreuses especes de Bacillariophycées sont connues pour se
produire dans des habitats écologiques extrémes tels que dans la glace (Nikulina et Kociolek,
2011), ainsi que dans des sources chaudes et des études récentes. ont montré que des
Bacillariophycées ont été enregistrées dans des sources chaudes a des températures de 48 °C
et jusqu'a 70 °C (Owen et al., 2008 ; Ghozzi et al., 2013; Nikulina et Kociolek, 2011;
Fazlutdinova et al., 2021). Dans les sources thermales, la diversité des espéces de
Bacillariophycées est influencée par la composition minérale et la température de I'eau
(Cantonati et Lange-Bertalot, 2010, Abdelwahab et Amin, 2017).

De plus, I'étude des diatomées de ces habitats pourrait éventuellement conduire a la
découverte de Bacillariophycees trés intéressantes pouvant étre utilisées dans un large éventail
de domaines thermo-tolérants (Pumas et al., 2018). De méme, les Bacillariophycées qui
prospérent dans des environnements thermiques sont considérées comme une matiere

premiére prometteuse pour le biodiesel en raison de leur stabilité thermique (Pruetiworanan et
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al., 2017). La recherche sur les Bacillariophycées thermotolérantes a révélé que Rhopalodia,
Denticula, Mastogloia, Navicula, Nitzschia, Pinnularia, Caloneis, Amphora Achnanthes :
Achnanthidium exiguum, Halamphora, Anomoeoneis et Diploneis sont des genres trouveés
dans les habitats thermiques (Ghozzi et al ., 2013 ; Lopez-Sandoval et al., 2016). Malgré une
importance considérable dans la biodiversité des sources chaudes, les Bacillariophycées
prospérant dans ces environnements restent peu étudiées (Pumas et al., 2018 ; Fazlutdinova et
al., 2020).

V.2.4.2. Les Phéophycées

Les phéophytes, ou algues brunes, possedent de la chlorophylle a et ¢, avec d’autres
pigments et des réserves cytoplasmiques et vacuolaires variables. La couleur brune de ces
algues est causée par la prédominance des pigments xanthophylle, et la fucoxanthine, qui
cachent la chlorophylle a et c, ainsi que le béta-caroténe. Elles sont riches en phlorotanins et

en alginates aux propriétés antioxydants (Garon-Lardiere, 2004 ; Zehlila, 2017).

Généralement, elles sont marines, ce vaste groupe contient des dizaines de lignées, dont
des diatomées, des chrysanthemes et des xanthophycetes. Toutes ont une structure
pluricellulaire mais leurs dimensions varient d'éléments microscopiques a de trés gros

spécimens (Garon-Lardiere, 2004).
V.2.5. Les Glaucophyta

Glaucophyta forme une petite population d’algue unicellulaire, autotrophe, Parfois
colonnaire. Elles possédent deux flagelles inégaux, ces microalgues sont rares et strictement
réservées a l'eau douce, et leurs plastes sont bleu-vert due a la présence de Polychrome et
Chlorophylle A. Glaucophyta contient également du f, B-caroténe et caroténoides (Faller,
2011). On dénombre trois ordres, contenant chacun une famille et un seule genre (Reviers,
2003)

V.2. 6. Les Haptophyta

Haptophyta sont un groupe de microalgue flagellée unicellulaire. Ce sont des
organismes de nature Planctonique et marine, il existe donc a la fois en eau douce et sur terre.

Ce groupe contient de la chlorophylle a, cl et c2, avec des caroténoides qui donnent aux des
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plastes une couleur brun-doré (Barsanti, lualtieri, 2014). Cet embranchement compte deux
classes et environ 80 genres, 300 especes (Reviers, 2003).

Cet embranchement contient 04 classes et 14 ordres et 4000 especes réparties dans 550

genres selon (Reviers, 2003).
V.2. 7. Les Euglenophyta

Euglenophyta, ces microalgues sont unicellulaires, flagellées et rarement grégaires,
trouvées typiquement en eau saumatre, douce et marine (Cantin, 2010). Les plastes contient
la chlorophylle a et b, liées au P, 3-caroténe et aux xanthophylles (Barsanti et Gualtieri, 2006).
Cet embranchement composant un seul classe, 3 ordres et environ 40-50 genres, avec 650 a
1050 espéces (Delgado et al., 2007)

V1. Habitat et écologie

Les algues microscopiques possedent des formes structurales avec des mesures
cellulaires tres changeantes. Elles occupent la plupart des habitats particulierement les
environnements aquatiques comme les sources d’eau douces, les mers, et de nombreux
espéces ont la capacité de vivre dans des habitas extréme y compris la neige ou la glace des
régions polaires et des grandes montagnes. Plusieurs autres algues microscopiques favorisent
les habitats chauds comme les sources hydrothermales ; appelées algues thermophiles
(Ramade, 2009).

VI11. Importance et application des algues microscopiques

Les microalgues sont des ressources biologiques importantes qui ont un large éventail
d'applications biotechnologiques. En raison de leur haute valeur nutritionnelle, les
microalgues telles que la spiruline et la chlorelle sont cultivées en masse pour des aliments
diététiques (Chu, 2012).

En raison de la croissance des algues dans des habitats divers et extrémes, elles
produisent un groupe de composés bioactifs uniques. Les acides gras polyinsaturés (AGPI)
sont des produits bioactifs hautement bénéfiques pour la santé humaine. Les algues ont un
effet utile sur la nutrition et la santé humaines, en raison de leur teneur élevée en acides gras
polyinsaturés (De Morais et al., 2015). De plus, les microalgues sont considérées comme des

matiéres premiéres alternatives prometteuses pour les biocarburants en raison de leur
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croissance rapide, de leur productivité élevee en biomasse et de leur capacité a se développer
dans diverses conditions (Alshareef, 2021).

VI11.2. Métabolites des algues microscopiques

Les algues représentent un groupe important d'organismes pour I'exploitation
biotechnologique, en particulier pour produits, processus et services, avec d'importants
impacts dans les industries alimentaires et pharmaceutiques ainsi comme en santé publique
(Chu, 2012).

Les microalgues représentent des possibilités passionnantes aussi prometteuses sources
d'une gamme variée de métabolites d'une immense importance médicale et industrielle
(Spolaore et al. 2006). Une variété de molécules de haute valeur biotechnologiques, y compris
les acides gras polyinsaturés (AGPI), les pigments tels que les caroténoides et les
phycobiliprotéines, et les composés bioactifs sont utiles comme nutraceutiques et
pharmaceutiques, ainsi que pour des applications industrielles. Dans termes de biotechnologie
environnementale, les microalgues sont utiles pour la bioremédiation des eaux usées agro-
industrielles, et comme outil biologique pour I'évaluation et la surveillance des toxiques

environnementaux tels que les métaux lourds, les pesticides et pharmaceutiques (Chu, 2012).

Leur capacité a croitre rapidement et a s'adapter a des conditions extrémes
d'environnement et des écologies en fait des modeles appropriés pour non seulement
comprendre les processus métaboliques et évolutifs processus, mais aussi comme usines
miniatures pour la production d'utiles produits a valeur ajoutée. Bioprospection de différentes
especes aquatiques et milieux terrestres et habitats extrémes, est considérée étre d'une
importance capitale pour l'obtention de et de nouveaux isolats avec des applications
potentielles (Ratha et al., 2012).

IX. Les domaines d’applications des Microalgues

Les algues sont de sources importantes de composés biologiquement actifs et de
molécules de haute valeurs, y compris des métabolites primaires et secondaires, qui pourraient

étre utilisés comme candidats potentiels d’intérét biotechnologiques (Rania et Hala, 2008).

Les microalgues ont été explorées en raison des applications diverses et utiles de leurs

métabolites (a haute valeur ajoutée) dans la production de cosmétiques, de produits
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pharmaceutiques, d'additifs alimentaires, d'aliments pour animaux (y compris l'aquaculture),
de vitamines, de pigments, et les biocarburants ; ils sont en effet considérés comme des
contributions innovantes a une nutrition adéquate. Les microalgues contiennent une quantité
précieuse de composés organiques, tels que des protéines (40-70%), des lipides (8-70%), des
glucides (11-56%) et des pigments (3-5%) responsables non seulement de leur valeur
nutritionnelle , mais servant également de sources (ou de pistes) de composes bioactifs (Pjo,
et al., 2021). Sur 30 000 espéces connues de microalgues, seule quelques-uns sont exploités
pour une production de composés de haute valeur tels que des pigments ou des protéines.
Actuellement les microalgues se présentent comme une source cachée de divers nouveaux

composés bioactifs (Priyadarshani and Biswajit, 2012; Sharma and Sharma, 2017).

Les applications biotechnologiques des algues microscopiques y les cyanobactéries dans
divers domaines, tels que D’agriculture, le contrdle de la pollution (biorestauration), la
bioénergie et les biocarburants et les nutraceutiques ont été bien documentées. De plus, ils
sont connus pour produire une large gamme de composés bioactifs pharmaco-logiquement
importants (par exemple : antibactériens, antifongiques, antiviraux, anticancéreux, relaxants
musculaires) et des produits de grande thermophiles valeur commercialement importants, tels

que les acides gras polyinsaturés (AGPI) et les phycobiliprotéine (Kumar et al., 2019).
» Les microalgues et alimentation humaine

Les microalgues sont une source majeure de nourriture, en particulier en Asie ; sont
une source riche de glucides, de protéines, enzymes et fibres. En plus, de nombreuses
vitamines et minéraux comme la vitamine A, C, B1, B2, B6, la niacine, l'iode, le potassium, le
fer, le magnésium et le calcium se trouvent en abondance dans les microalgues (Priyadarshani
and Biswajit, 2012).

De plus, ils sont cultivés comme source de molécules de grande valeur. Par exemple,
les d'acides gras polyinsaturés sont ajoutées aux préparations pour nourrissons et aux
compléments nutritionnels (Priyadarshani and Biswajit, 2012). En raison de leur haute valeur
nutritive, des microalgues telles que la spiruline et la chlorelle sont culturé en masse pour
I'alimentation diététique. Plusieurs espéces de microalgues sont une source potentielle d'acides
gras polyinsaturés a longue chaine (LC-AGPI), en particulier l'acide eicosapentaénoique

(EPA) et I'acide docosahexaénoique (DHA), qui ont été impliqué pour étre bénéfique dans la
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prévention des maladies cardiovasculaires. L’application majeure de DHA était comme un
supplement dans les preparation infantile (Chu, 2012)

» Produits pharmaceutiques

Les microalgues sont une source de composes bioactifs massifs qui peuvent étre utilisés
pour des applications commerciales (Olaizola, 2003), y compris primaires et secondaires
métabolites, qui pourraient étre utilisés comme un potentiel candidat d'intérét pour le secteur
pharmaceutique (Sharma and Sharma, 2017). En outre, les cyanobactéries representent une
riche source de divers métabolites secondaires qui peuvent agir comme antibiotiques,
enzymes, anticancéreux et anti-inflammatoires. Les cyanobactéries sont connues pour la
biosynthése de plusieurs métabolites ayant des activités ; antimicrobiennenes,
immunosuppresseures, anticancéreues et antivirales. Ces microorganismes sont donc
industriellement importants pour la production de produits pharmaceutiques importants
(Rajneesh et al., 2017).

Les microalgues sont une source d'immenses composés bioactifs exploitables a des fins
commerciales. Les algues fournissent une large gamme de produits pharmaceutiques, telles
ques protéines, vaccins, nutriments qui autrement ne sont pas disponibles ou sont trés colteux
a produire a partir d'animaux et sources vegétales (Olaizola, 2003; Sharma and Sharma,
2017).

Les algues ont également été examinées en tant que sources de vitamines et de
précurseurs de vitamines telles que l'acide ascorbique, la riboflavine et le tocophérol.
Pourtant, seulement quelques espéces de micro-algues ont été exploitées pour la production de

divers produits pharmaceutiques et nutraceutiques (Olaizola, 2003).
» Composés antimicrobiens

En raison de I'émergence croissante de souches bactériennes multi-résistantes (MDR), de
sérieuses tentatives sont faites pour découvrir/développer de nouveaux médicaments a partir
de différents organismes. Plusieurs microglgues et cyanobactéries sont maintenant connues
pour produire des composés bioactifs intracellulaires et extracellulaires avec de puissantes

activités antibactériennes et antifongiques (Schlegel et al., 1999 ; Rajneesh et al., 2017).).
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Des composés cyanobactériens ont montré une activité contre Micrococcus flavus,
Bacillus subtilis, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Mycobacterium
smegmatis, Streptococcus pyogenes et quelques autres bactéries Gram-positives et Gram-
négatives (Qstensvik et al., 1998 ; Ananya et Ahmad, 2014).

> Activité antivirale et antifongique des composés microalgaux

Les microalgues sont des sources potentielles de composés antiviraux qui n'ont pas encore
été entierement explorés (Chu, 2012). Il est egalement nécessaire d'étudier les composés
antiviraux qui peuvent étre provenus des microalgues (Dey et al., 2000). Certaines micro-
algues et cyanobactéries produisent des protéines présentant des propriétés antivirales. Il
s’agit principalement de glycoprotéines prouvant étre apparentées aux lectines. C’est le cas
notamment de la cyanovirine —N produite par les cyanobactéries Nostoc ellipsorum qui
présente une forte activité antivirale a I’encontre notamment du virus l'immunodéficience

humaine (VIH) et de celui de I’herpés (Fleurence, 2003).

Un nouveau composé de cynaobactéries dénommé cyanovirine-N, a été prouvé comme
un puissant agent virucide contre le VIH, en bloquant 1’adhérence de la glycoprotéine virale
gpl120 avec le CD4 (Dey et al., 2000). Spirulina platensis a présenté une activité antivirale
contre divers virus comme les virus cytomégalo humains, I'nerpes simplex et le virus de la
rougeole en bloquant leur entrée en raison de la présence de polysaccharide contenant du
soufre (Hayashi et al., 1994 ; Ayehunie et al., 1998; Sharma and Sharma, 2017). Des extraits
de L’algue rouge Porphyridium a bloqué I'adsorption des virions de HSV-1, HSV- 2 (Huleihel
etal., 2001; Sharma and Sharma, 2017).

Le criblage des microalgues pour les composés antifongiques a commencé bien au-dela
de l'activité antibactérienne. L'activité antifongique varie considérablement selon les espéces
de microalgues. Les microalgues marines (par exemple, Chaetoceros sp.) montrent capacité a

développer nouveaux composés antifongiques (Borowitzka et Borowitzka 1987).

Plusieurs composes antifongiques tels comme les polysaccharides, et les fractions
lipidiques isolées des microalgues vertes (H. pluvialis, Chlorella vulgaris et Scenedesmus sp.)
et rouges (Porphyridium sp. et R. reticulata), des bacillariophytes et des dinoflagellés

montrent une activité contre des micro-organismes tels que A. fumigatus, A. niger, Penicillium
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sp., Saccharomycessp., Candida sp., Microsporum sp. et E. floccosum (Malik et al., 2001 ;
Priyadarshani et Biswajit, 2012).

Les pigments produits par H. karadagensis ont montré une activité antifongique contre
C. maritima, D. salina et Lulworthia sp. Responsable de I'encrassement biologique (Chen,
2003).

» Produits Cosmétiques

Les extraits de microalgues font part de divers cosmétiques tels que les créemes anti-age,
les produits de soins rajeunissants, les protecteurs solaires et les produits de soins capillaires.
Les espéces de microalgues comme Arthrospira et Chlorella sont des acteurs bien établis sur
le marché des soins de la peau (Spolaore et al., 2006). Les extraits de microalgues se trouvent
principalement dans les produits de soin visage et la peau (Priyadarshani and Biswajit, 2012).
De nombreuses microalgues produisent des métabolites tels que les acides aminés
sporopollénine, scytonémine et mycosporine pour les protéger des rayonnements UV, mais
permettant le passage aux rayonnements visibles impliqués dans la photosynthése (Cardozo et
al., 2007).

» Activité antioxydants

Les microalgues ont montré la capacité a synthétiser des antioxydants exogenes. Les
antioxydants produits ex-situ sont également appelés oxydants nutritifs en raison de leur
nature. 1ls sont constitués de caroténoides, de flavonoides, d'oligo-métaux (zinc et sélénium),
de vitamines C et E et d'acides gras (Pham-Huy et al., 2008). L'activité antioxydante des
caroténoides extraits des algues est de grande importance pour l'usage humain (Sharma and
Sharma, 2017)

Les microalgale sont regardées comme une source importante d'antioxydants
nutritionnels ; une seule espece algale est également capable de produire plusieurs substances
avec des activités biologiques a la fois. Les études sur la composition de Chlorella
Sorokiniana a réveélé que la teneur totale en caroténoides était de 0,69 % de matiere séche. Les
teneurs en a-tocophérol, B-caroténe et lutéine sont respectivement de 112, 600 et 4300 ng/g de
matiére séche. Ces composés possédent des propriétés de piégeage radicalaire élevées
(Matsukawa et al., 2000) .
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Il est également rapporté que les antioxydants tels que l'astaxanthine extraite de
microalgues ont une plus grande activité antioxydante que l'a-caroténe, le B-caroténe, le
lycopene, la lutéine et la vitamine E. La biodisponibilité des antioxydants extraits des
microalgues est plus élevé a celle venant des voies synthétiques et offre une meilleure

eficacité (Gouveia et al., 2008 ; Spolaore et al., 2006).
» Agriculture et Biofertilisant

Les macro- et microalgues contiennent de nombreux composeés qui stimulent la
germination, la croissance des feuilles ou des tiges, et la floraison et peuvent étre utilisées
comme agent de protection biologique contre les maladies des plantes (Bhattacharjee, 2016).
La majorité des cyanobactéries sont capables de fixer I'azote atmosphérique et peuvent étre
usées comme biofertilisants. Ils jouent un réle primordial dans la maintien et la construction
de la fertilité des sols pour élever la croissance et le productivité du riz en tant que

biofertilisant naturel (Song et al., 2007).
> Nourriture - Animaux et aquaculture

L'utilisation de la biomasse de microalgues dans I'alimentation animale remonte aux
années 1950 et est considérée comme un moyen efficace d'inclure des nutriments et des
vitamines précieux, des acide gras poluinsaturés, des polysaccharides, minéraux et des
pigments dans les aliments pour augmenter leur valeur nutritionnelle (Madeira et al.,
2017) . L'incorporation de microalgues dans I'alimentation est bénéfique a la physiologie
de I’animal en améliorant son immunité et sa résistance aux maladies, aussi pour la
stimulation de bactéries probiotiques dans l'intestin (Madeira et al.,, 2017).
Actuellement, environ 30 % de la biomasse totale de microalgues produite dans le monde
est utilisée en tant que aliment (Becker, 2003).

> Biocarburants

Les sources d'énergie renouvelables ont bénéficié d'importants l'intérét des
gouvernements, des institutions académiques, des entreprises, des chercheurs etc., ces
derniéres années. Depuis le debut, I'huile vegétale a toujours été I'aliment stock pour produire
du biodiesel dans le monde dont les matieres premiéres étant le soja, le mais, le colza, le
palmier et tournesol (Murphy, D. J. 2012 ; Malpani et al., 2016). Cependant, I'augmentation

continue de la consommation de cultures vivrieres due a la croissance de la population ; des
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sources/stocks alimentaires non comestibles sont exploités pour la production. Parmi les
diverses matieres premieres comestibles et non comestibles comme le soja, le palmier, le
colza, les graines de caoutchouc, le ricin et les algues, en particulier les micro-algues,
deviennent de plus en plus prometteuses, ces microorganismes photosynthétiques se
caractérisent par forte teneur en acides gras et ils se reproduisent trés vite avec un haut
rendement de biomasse (Zhu et al., 2015; Malpani et al., 2016).

Le développement de technologies de biocarburants renouvelables plus propres est du
plus grand intérét face au réchauffement climatique et a la rareté des ressources énergétiques
naturelles (Mondal et al., 2019). Le biodiesel a récemment recu plus d'attention car il est
écologique, renouvelable, non toxique et émet moins de polluants gazeux que les carburants
conventionnels (Mostafa et EI-Gendy, 2017 ; Ogunkunle et Ahmed, 2021).

Les microalgues sont une source alternative importante pour les matiéres premieres
conventionnelles grace a leur neutralité carbone, leurs faibles émissions d'hydrocarbures et de
soufre et la durée de vie plus longue des moteurs (Mondal et al., 2019 ; Nagappan et al.,
2020).

Les microalgues a haute teneur en lipides, a taux de croissance rapide et de nature
extrémophile peuvent étre d'excellents candidats pour la production de biocarburants
(Nagappan et al., 2020).
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Chapitre 11 : Les sources thermales et les algues microscopiques thermophiles
1. Les environnements extrémes

Ces biotopes sont considérés comme extrémes vis a vis de I’étre humain vue que la vie
humaine y est impraticable. Les environnements extrémes montrent des caractéristiques
physico-chimiques prés des limites de la vie, comme des températures trés moderées (-20 °C)
ou tres €levées (122 °C), de irradiations puissantes, la présence ou 1’absence d’oxygene, des
valeurs de pH extrémes ou aussi des concentrations élevées en sels (Thiroux, 2019). les
micro-organismes qui les habitent sont des extrémophiles adaptés a des conditions assez
différentes de celles de I’environnement (Aguilera and Amils, 2012; McGregor and
Rasmussen, 2008).

Ces habitas distinctifs sont colonis€és par un vaste éventail d’organismes, qui ne
supportent pas uniquement ces conditions spécifiques mais en ont exigence pour vivre. Ces
organismes sont désignés d’extrémophiles, qui peuvent étre classifiés selon les exigences
requises a leurs croissances telles que les acidophiles (forte acidité), halophiles (salinité
élevée), psychrophiles (températures faible) et les thermophiles (températures élevées)
(Thiroux, 2019).

2. Microorganisme extrémophiles

Le terme extrémophile a été suggéré il y a plus de 30 ans et représente des micro-
organismes capables de développer et vivre dans des conditions extrémes, ces conditions étant
particulierement non hostiles aux autres types de micro-organismes. Les procaryotes et les
eucaryotes ont des adaptations morphologiques et physiques qui leur permettent de coloniser

des environnements extrémes (Aguilera and Amils, 2012; Silva et al., 2021).
3. Les sites hydrothermaux

Constituent un habitat tres important pour les organismes extrémophiles et offrent des
possibilités d'étudier les écosystemes extrémes. Ici, les facteurs comme une température
élevée et un pH bas ou élevé affectent les types d'organismes décrits dans certaines zones,
ainsi que la croissance des micro-organismes. Concernant les procaryotes, thermophiles,
acidophiles et alcalinophiles sont les groupes communs que I'on trouve le plus souvent sur ces

sites. Les procaryotes peuvent étre trouvés poussant dans des zones avec des températures
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allant jusqu'a 122 °C et un pH proche de 0. Alors que dans les lignées eucaryotes de quatre
super groupes Archeaeplastida, Chromalveolates, Excavata et Unikonta - se trouvent dans le

monde entier dans les sites hydrothermaux (Silva et al., 2021).

Les Eucaryotes peuvent étre trouves en croissance dans les zones avec des températures
allant jusqu'a 68 ° C et montrent la capacité de prospérer la dessiccation et la salinité extrémes
comme les procaryotes (Silva et al., 2021) Les sources thermales constituent un habitat trés
intéressant pour I'étude microbiologique. Ces habitas sont des biotopes bien isolés se
produisant en grappes dans des régions globalement éloignées, et les micro-organismes qui les
habitent sont des extrémophiles (Aguilera and Amils, 2012; McGregor and Rasmussen,
2008).

Les eucaryotes sont moins fréquents dans sites hydrothermaux terrestres que les
procaryotes, mais cela ne signifie pas gu'ils sont moins importants. Pour survivre les
conditions extrémes, ils ont tendance a avoir plusieurs adaptations comme altérées
physiologie interne et plusieurs différences dans les processus métaboliques. Les procaryotes
et les eucaryotes ont tendance a former des associations avec d'autres micro-organismes dans
des tapis microbiens, 1’aidant coloniser divers sites géothermiques, puisque ces structures

permettent la formation de micro-habitats (Silva et al., 2021).

Dernierement avec toutes les recherches effectuées, l'importance écologique des tapis
microbiens a augmenté. En conclusion, les procaryotes et les eucaryotes fournir des fonctions
essentielles aux environnements extrémes et comprendre I'évolution et le développement des
microorganismes dans des environnements extrémes augmentera nos connaissances bord des

processus évolutifs (Aguilera and Amils, 2012; Silva et al., 2021)

Dans les sites hydrothermaux terrestres, comme les sources thermales, les « mares de
boue », les solfatares et les geysers, les conditions extrémes dominant sont une température

élevée, un pH bas ou élevé et des niveaux élevés de salinité (Silva et al., 2021).
4. Les thermophiles

Du point de vue biotechnologique, les thermophiles sont trés intéressants. Ils sont une
source d’enzymes thermostables - telles que les amylases, les cellulases, les chitinases, les

pectinases, les xylanases, les protéases, les lipases et les ADN polymérases (Silva et al., 2021)
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4.1. Microorganismes thermophiles

Plusieurs organismes extrémophiles occupent des habitas dont la température est
extrémes Thiroux, 2019). Les thermophiles sont des microorganismes de type extrémophiles
unicellulaires (bactéries, protistes) et rarement, pluricellulaires (algues, champignons) ayant

besoin d’une température élevée pour se développer (Alain et al., 2002 ; Sechbach, 2007).

Les eucaryotes y compris les algues se reproduisent activement dans tous les types
d'environnement, mais leur distribution et leur abondance sont limitées par des facteurs
physiques et chimiques tels que la température et pH (Rothschild et Mancinelli 2001;
Thiroux, 2019). La température la plus élevée pour les algues se situe dans les 50 °C et pres
de 70 °C pour les cyanobactéries (Alain et al., 2002 ; Sechbach, 2007).

Néanmoins, la facon dont ils s'adaptent et se diversifient est encore un domaine sous-
exploré. Les eucaryotes se développent d’une facon limité a des petits intervalles de
températures parce qu'ils ne sont pas en mesure de forment des membranes organites
fonctionnellement et thermiquement stables. La température la plus élevée de tous les temps

rapporté pour les organismes eucaryotes était de 62 °C (Rothschild et Mancinelli, 2001).

Les cyanobactéries peuvent tolérer des températures élevées, un pH acides et des
conditions variables de lumiéres toujours changeantes (Summerfield et al., 2008). Les sources
thermales de plusieurs milieux a travers le monde sont colonisées par les cyanobactéries
filamenteuses thermophiles appartenant aux genres : Calothrix, Oscillatoria, Phormidium,
Pseudanabaena, Synechococcus, Synechocystis et Spirulina. Les membres de deux genres

Phormidium et Synechococcus sont fréquents dans ces habitats thermiques (Ballot, 2004).

Les thermophiles ont une température de croissance optimale de >55 °C et en général,
beaucoup d'entre eux sont des polyextrémophiles, ce qui signifie qu'ils sont capables de vivre
dans d'autres conditions environnementales extrémes, telles que celles liées au pH, au
potentiel redox, a la concentration en sel ou a la présence de un large spectre de composés
toxiques (Futterer et al., 2004 ; Urbieta et al., 2014)

Les thermophiles sont capables de survivre dans divers habitats avec différents extrémes
de pH, de salinité et de température comme les sources thermales et les geysers. Ces

organismes  vivants sont classifiés suivant leur température optimale de
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développement en: psychrophiles, mésophiles, thermophiles ou hyperthermophiles (Thiroux,
2019; Silva et al., 2021).

4.2. Classification des microorganismes thermophiles

La corrélation des organismes vivants a la température a été regardée en biologie comme
une base importante de classification. Trois catégories primordiaux sont déterminés suivant
les températures optimales de développement : les psychrophiles qui ont des Températures
optimale inférieures a 20°C, les mésophiles qui se développent d’une maniere optimale entre
20 et 45°C et les thermophiles qui se développent a des températures supérieures a 45°C

(Alain et al., 2002). Le groupe des thermophiles se divise en trois sous catégories :

- Les thermophiles modérés, dont les exigences optimales de développement s’installent entre
55 et 65°C ;

- Les thermophiles extrémes, dont la température optimale de croissance se situe entre 65 et
80°C;

-Les hyperthermophiles sont une catégorie des thermophiles qui se développent a des
températures qui excédent les 80°C (Madigan et al., 2003).

4.3. Ecologie des microalgues thermophiles

Les plus importants biotopes thermophiles naturels, le plus souvent associés a une
activité volcanique, sont les sources thermales terrestres ainsi que les environnements
hydrothermaux marins cotiers et abyssaux (Castenholz, 1969). D’autres habitats chauds non
géothermiques sont tres rares dans la nature. Par exemple, les étangs chauffés par 1’énergie
solaire et les composts chauffés biologiquement peuvent provoquer des températures éleveées,
mais ces derniers présentent des écosystéemes trés transitoires qui seront principalement
colonisés par une croissance rapide des spores (Hobel, 2004). Les thermophiles se trouvent
principalement dans les sources thermales, les sources thermalesadjacentes aux
environnements volcaniques, les couches supérieures du sol et méme dans les environnements

thermiques artificiels, tels que les installations de compostage (Ovando-Chacon et al., 2020)
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5. Importance des algues microscopiques thermophiles

Ces derniéres annees, les micro-organismes thermophiles ont été largement utilisés pour
leur potentiel biotechnologique, notamment dans les procédés industriels (Chen et Jiang,
2018). D'autre part, les thermophiles ont de nombreuses applications biotechnologiques
thermiques, soit en utilisant des cellules entiéres ou leurs macromolécules ou métabolites,
parmi lesquelles la bioremédiation, la bioénergie, le biomining, et le biosurfactant.
Fabrication. De plus, il existe un grand intérét pour I'étude des bactéries thermophiles en
raison de leur utilisation comme source d'enzymes thermostables (thermozymes), comme les
cellulases, les xylanases, les pectinases, les chitinases, les amylases, les pullalanases, les

protéases, les estérases et les lipases (Ovando-Chacon et al., 2020)

En particulier, les micro-organismes thermophiles ont gagné importance dans la «
biotechnologie blanche », définie comme I'utilisation d'organismes et d'enzymes pour la
transformation industrielle et la production de matériaux, de produits chimiques et d'énergie
(Ovando-Chacon et al., 2020). La biotechnologie industrielle permet la production de grandes
quantités de produits chimiques, de substances polymériques et de biocarburants. Il est basé
sur le bio-traitement traditionnel des matieres premiéres et nécessite des bioréacteurs en acier
inoxydable bien équipés, des procédures de stérilisation compliquées et un traitement en aval
colteux (Chen et Jiang, 2018).

Les thermozymes sont trés importants dans les procédés industriels en raison du fait que
des températures plus élevées améliorent la solubilité de nombreux composants de réaction
(principalement des substrats polymeres) et réduisent le risque de contamination (Van den,
2003).

6. Sources thermales en Algérie
6.1. Définition des eaux thermales,

Les eaux thermales, également appelées eaux géothermiques, sont définies comme des eaux
souterraines dont la température a I'exutoire est d'au moins 20 °C. L'isotherme de 20 ° C se
situe a des profondeurs d'environ 1 500 a 2 000 m dans la croQte terrestre dans les régions de
pergélisol, s'élevant a environ 100 m ou plus dans les régions subtropicales; a la frontiére avec

les tropiques, il émerge a la surface de la Terre (Porowski, 2018).

28



Chapitre 11 Revue Bibliographique

6.2. Sources thermales en Algérie

Les stations thermales en Algérie reviennent a 1’ére romaine. Les romains donnaient une
importance trés remarquable aux sources thermales, généralement ils construisirent leurs sites

tout autour de ces sources thermales (Saibi, 2009 ; Chenaker, 2018).

Les sources thermales sont toujours trés sollicitées par les algériens a des fins
thérapeutiques d’ordre rhumatologique et dermatologique (Boughlali, 2003 ; Ouali, 2008).
L’ Algérie posséde plus de 240 sources thermales, ce hombre augmente constamment quand
on se déplace vers I’Est. Les températures mesurées a 1’émergence varient de 19 a 98°C. La
température la plus élevée enregistrée pour la zone ouest est : 68°C (Hammam Abou Hanifia),
80°C pour la zone centrale (Hammam El Biban) et 98°C pour la zone de I’Est (Hammam
Dbegh). Dans la zone sud, il existe des sources thermales avec une température moyenne de
50°C. Ceux sont surtout les régions du nord-est et celle du nord-ouest qui comptent le plus

grand nombres de sources thermales (Ouali, 2008 ; Saibi, 2009).

7. Utilisation des eaux thermales

L'utilisation des eaux minérales et thermales s'est développée et a évolué au fil du temps :
de la baignade ou de la consommation curative et curative sur le lieu de leur apparition et de
leur origine a I'émergence de deux secteurs tres importants de I'économie, a savoir (i)
I'industrie de I'embouteillage de I'eau et (ii ) géothermie — science/industrie se rapportant a
I'exploration et utilisation de la chaleur géothermique pour une utilisation directe et la
production d'électricité (Porowski, 2018)

L'utilisation directe consiste en divers formes de chauffage et de refroidissement. Les
grands domaines de utilisation directe des eaux thermales [56] sont : a) Natation, baignade et
thermalisme (usage thérapeutique) (b) Chauffage et refroidissement des locaux (c)
Applications agricoles (principalement chauffage et quelques élevages) (d) Applications
aquacoles (principalement étangs piscicoles) et chauffage du chemin de cébles) (e) Procedés

industriels (f) Pompes a chaleur (pour le chauffage et le refroidissement) (Lund, 2004).
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1. Sites d*échantillonnage et caractérisation physico-chimique des eaux
1.1. Présentation de la zone d’étude

Dans notre recherche, nous nous sommes intéressés aux algues microscopiques des
sources hydrothermales de 1’Est algérien, ou la biodiversité de microalgues reste quasi non

examinée et leur potentiel biotechnologique reste entierement inexplore.

Un ensemble de onze sources thermales (Hammam Debaghl”St1”, Hammam
Debagh2”St2”, Hammam Meskhoutine”St3”, Hammam Ouled Ali”St4”, Hammam
Tassa”St5”, Hammam Ouled Ziad”St6”, Hammam Djaarir”St7” , Hammam Bouhmama
"StA", Hammam Essalihine1"St9", Hammam Essalihine2"St9.1", Hammam El Knif "St10")
situés dans la partie Nord-Est de I'Algérie présentant différentes caractéristiques géologiques
et valeurs de températures ont été sélectionnées pour cette étude (Figures 2). La région d'étude
se situe dans les régions externes au sein des zones telliennes et est principalement
caractérisée par des plis et nappes miocenes projetés sur l'avant-pays atlasique vers le sud
(Belhai et al., 2017) ; couvrant 15 000 km2 et constitue la région géothermique la plus

intéressante du pays (Saibi, 2009 ; Benamara et al., 2017).

Les températures de décharge des eaux thermales algériennes variaient entre 22 et 98 °C.
La source du phénomene géothermique dans le Nord-Est algérien pourrait étre liée aux
événements magmatiques du Mio-Plio-Quaternaire et au gradient géothermique relativement
élevé (environ 45 C/km) ; associés aux conditions stratigraphiques et structurelles de son
émergence (Saibi, 2009 ; Bouaicha et al., 2019 ; Benamara et al., 2017). La zone étudiée a un
climat semi-aride avec une influence méditerranéenne avec un été sec et des précipitations

fréquentes en hiver (Chenaker et al., 2018).
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100Km

Figure 2. Carte de I'Algérie montrant la zone d'étude dans la partie nord-est de I'Algérie. Les
fleches pointent vers la zone d'étude. Les repéres bleus et rouges représentent les sources
thermales étudiees.

2.2. Echantillonnage et caractérisation physico-chimique des eaux des sources thermales

Les mesures in situ de la température de I'eau (T), de l'oxygene dissous (DO), du pH et de
la conductivité (Con) ont été réalisées a l'aide d'une sonde multiparamétre portable HORIBA
W-23 XD calibrée sur le terrain a différents points de chaque source, au plus pres que possible

vers les sites de prélévement de microalgues.

Des échantillons d'eau pour l'analyse physico-chimique ont été prélevés a l'aide de
bouteilles en polyéthyléne de 250 ml pour permettre I'analyse en laboratoire des ions majeurs,
des nutriments et des éléments traces. Les teneurs en magnésium, potassium, sodium,
calcium, aluminium, lithium, fluorure, nitrate, sulfate, chlorure, fluor et brome ont été
mesurées a l'aide d'un spectromeétre d'absorption atomique Perkin Elmer Analyst 600. Les
groupes de métaux ont été déterminés a l'aide d'un chromatographe ionique équipé d'un

échantillonneur automatique Dionex As40 avec une précision meilleure que + 5%.
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2. Echantillonnage de tapis algale

Des échantillons ont été prélevés dans chaque localité entre février et mars 2019. Des
échantillons de biofilm de microalgues ont été collectés dans un petit récipient ou des petits
sachets en plastique stérile étiqueté avec le nom du site, le code de localisation, la date et le
numéro de replicat. Les échantillons ont été transportés au laboratoire dans des conditions

froides (4 °C) et sombres.
3. Echantillonnage des bacillariophycées
3.1. Collections d'échantillons

Des échantillons ont été prélevés dans chaque localité; les biofilms de bacillariophycées
ont été grattés a l'aide d'une brosse a dents a poils durs (une seule brosse a été utilisée pour
chaque ressort pour éviter la contamination croisée) de 5 a 7 substrats naturels roche/galets
(selon la disponibilité du substrat) et des sédiments fins, I'échantillon a été prélevé dans un
petit récipient en plastique stérile et flacons stériles, étiquetés avec le nom du site, le code
d'emplacement, la date et le numéro de répétition. Les échantillons ont été fixés au
formaldehyde et transférés au laboratoire dans des conditions froides (4 ° C) et sombres (Leira
etal., 2017)

3.2. Nettoyage des échantillons

Les échantillons ont été nettoyés de la matiére organique selon les méthodes standards.
L'échantillon de bacillariophycées a nettoyer a été placé dans de petits tubes. Les échantillons
conservés ont été rincés une fois avec de I'eau distillée, pendant le processus de lavage, les
cellules de bacillariophycées ont été déposées par sédimentation et la majorité de I'eau a été
soigneusement décantée. Par la suite, les échantillons ont été traités avec du peroxyde
d'oxygéne H,O, (30 %) pour éliminer les matieres organiques et les sels ; De l'acide
chlorhydrique (35% Hcl) a été ajouté aux échantillons dans lesquels des quantités

considérables de matiere organique étaient présentes (Leira et al., 2017)

Les échantillons ont été entourés d'un ruban de parafilm pour éviter que des contaminants
ne pénétrent dans les échantillons. L'échantillon a été mis a bouillir pendant 30 min-1 h dans
le laboratoire Thermo, et a été agité périodiquement pendant ce temps. Les échantillons ont

été laissés reposer pendant la nuit. Ensuite, de l'eau distillée a été ajoutée aux tubes et les
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échantillons ont éte laissés a se déposer aprés avoir été recouverts de ruban de parafilm. Par la
suite, I'échantillon de diatomée a été decanté et rincé plusieurs fois avec de l'eau distillée

jusqu'a ce que I'eau surnageant soit claire ; et laisser reposer entre les lavages.

Apres cela, les échantillons ont été centrifugés (1500 rpm) et rincés trois fois avec de I'eau
distillée pour éliminer les résidus d'oxydation. Ensuite, les suspensions des bacillariophycées
nettoyées ont été séchees et montées sur des lames permanentes avec du Naphrax selon les
méthodes standard (Comité européen de normalisation 2003). Les échantillons traités ont été
montés avec du Naphrax pour permettre I'étude des bacillariophycées. Au moins trois lames
permanentes de chaque échantillon ont été examinées sous un microscope optique Olympus
(BX50) (400-1000) équipé d'un appareil photo numériqgue Olympus U-CMAD-2 a un
grossissement de 1000 x (Leira et al., 2017).

Les especes de bacillariophycées ont été identifiées a l'aide de références pertinentes :
Prescott's (1978) ; Van Heurck (1880); Hofman et al. (2013); Lange-Bertalot et al. (2011,
2017); Evéque et al. (2017).

4. Cultures des microalgues isolées

Des échantillons de tapis ont été prélevés a la main. L'isolement des souches a été realisé
dans des milieux de culture solides (BG-11 et BBM enrichis en extraits de sol). Aprés 4 a 8
semaines, les micro-colonies cultivées sur le milieu solide ont été striées sur des boites de
pétri neuves avec le milieu correspondant. Ce processus a été répété plusieurs fois jusqu'a
I'obtention de colonies de microalgues pures. Les cultures ont été maintenues dans une
chambre de culture (Panasonic MLR-352-PE) a 20, 25, 30, 35 °C, et la lumiere a été fournie
par des tubes fluorescents (Panasonic FL 40SS ENW/37 de lumiére du jour froide) 16 : 8 h
lumiére/obscurité et une intensité lumineuse de 75 uM photons m™? s™. Les espéces ont été
déposées dans la collection de cultures MAESE a I'Université de Murcie (Espagne) sous le
nom de MAESE 20.61.
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5. Etude morphologique et identification taxonomique

L'identification taxonomique des algues microscopiques a partir des échantillons
naturelles et des espéces cultivées était basée sur les caracteres morphologiques observables
au microscope optique Olympus (BX50) et photographiés avec un appareil photo Olympus U-
CMAD-2-.

Les especes de microalgues ont été identifiées selon les caractéristiques morphologiques
des espéces en utilisant des approches botaniques standard. La taxonomie morphologique
classique comprend [l'utilisation de traits observable au microscope optique comme la
disposition des cellules, forme et taille des cellules, modele de cellules, mode de division, la
longueur des filaments, la taille, la couleur, la forme des chloroplastes et des cellules
vegétatives ont été observées et pour les cyanobactéries en plus des critéres précédentes la
présence la position des hétérocystes, I'apparence de la gaine, la présence d'akinetes et

d'hormogonies ont été examinées.

Les mesures ont été prises a des grossissements de 40x et 100x. Environ 50 mesures ont
été effectuées pour chacun des caracteres morphologiques étudiés. Les morphotypes ont été
identifiés jusqu'au niveau de genre voir ’espéce sur la base des systemes d'identification
proposés par Wehr et al. (2002, 2003, 2015), (Lurling, 2003), (Morgan, 2005), Kastovsky et
Johansen (2008), Komarek (2013), Wang et al. (2019) and Goecke et al. (2020).

6. Sélection des especes de microalgues

Quatre especes isolées des microalgues ont été sélectionnées pour I’identification par les
outils de biologie moléculaire et production de la biomasse pour des études plus approfondies.
Leur sélection était basée sur la croissance rapide, la diversité morphologique et
I'nomogénéité de la culture. Sur la base des différences morphologiques observées par analyse
microscopique, ils ont été provisoirement identifiés comme trois especes d’algues bleu vert;
désignées comme S4BB (cultivé en milieu BBM) et S4B11 (cultivé en milieu BG11) isolées
d’Ouled Ali- Guelma-, S9BB (cultivé en milieu BBM) isolées de Hammam Essalihine —
Khenchela- et une algue verte désignées comme S3A (cultivé en milieu BBM) isolée de

hammam Meskhoutine -Guelma-.
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7. Identification phylogénétique
1. Protocole de biologie moléculaire et génomique
a. Extraction d’ADN

L'ADN des quatre microalgues sélectionnés éteé extrait du matériel de culture des culots
cellulaires par la méthode d'extraction au bromure de cétyl-triméthylammonium (CTAB)
(Doyle et Doyle, 1987). Centrifuger 50 ml de la culture des microalgues et puis la remettre en
suspension dans 2 ml de tampon d'extraction (CTAB) préchauffé a 60°C. Incuber la
suspension dans un bain-marie a 60 ° C durant 30 min. Ajouter 2 mL du chloroforme, ensuite
centrifugé, puis verser la phase aqueuse dans un autre tube contenant 2 mL d'isopropanol.
Aprés la terminaison de la précipitation, une centrifugation est effectuée pour recouvrer le
culot d'ADN.

b. Amplification des séquences d’ADNr 16S et d’ADNr 18S

L'amplification PCR a été réalisée dans un volume de 12,5 pL, qui contenait environ 0,5
pL d'ADN matrice, 2 uM de chaque amorce, 0,2 mM de dNTP, deux unités d'ADN
polymérase Taq, le tampon du fabricant et ddH,O jusqu'au volume final, amplifié a l'aide de
I'amorce paires SSU1004/ITS1DR ; SSU301/SSU1147 et SSU1+SSU568 (Alverson et al.,
2007) et CIANO27F/CIANOB23S et CIANO322F/CIANO340R (Tableau 1).
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Tableau 1. Amorces de PCR utilisées pour l'amplification du géne ARNr 16S pour les
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cyanobactéries et le géne 18 ARNTr pour les chlorophytes.

Espéces de Amorces de PCR

microalgues Nom Séquence (5" a 3")
SSU1004 CGAAGATGATTAGAT ACCATCG
ITS1IDR CCTTGT TACGACTTCACCTTCC

Chlorophycees | SSU301 ATCATT CAAGTTTCT GCCC

(S.3.A) SsuU1147 TGT GAT GCC CTT AGA TGT CCT GG
SSU1 AAC CTG GTT GAT CCT GCC AGT
SSU568 CAG ACT TGC CCT CCA ATT GA

Mastigucladus | CIANO27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
CIANOB23S CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT
CIANO322F TGTACACACCGCCCGTC
CIANO340R CTCTGTGTGCCTAGGTATCC

c. Programme de PCR:
Les réactions de PCR ont été réalisées dans les parametres suivants:

4 min a 94 °C, 35cycles de 60s a 94 °C, 60s a 50 °C et 90-120 s a 72 °C, et une derniére
étape d'extension de 10 minutes a 72 °C (Muhammad et al., 2020). La réaction PCR a été
effectuée sur un thermocycleur (Eppendorf mMastercycler gGradient, Hambourg,
Allemagne). La PCR de contrble négatif a également été réalisée en utilisant les mémes

amorces, mais sans échantillon d'/ADN.
d. Electrophorése sur gel d’agarose, purification et séquencage

Les séquences d'ADN résultantes ont été séparées par électrophorése sur gel d'agarose a 1
% en tampon TBE (Tris, Borate, EDTA) ajouté de 50ul, de bromure d’éthydium (BET) et en
présence d’un marqueur de taille ou Ladder 1kb (Promega). Aprés migration d’une heure, le
gel est immergé dans une solution de bromure d’éthydium (0,5%) pendant 10 a 15 min puis
le gel est trempé dans de I’eau pendant 20-25 min. La visualisation de I’ADN se réalise grace
a la présence du BET sous les rayons UV a 300 nm pour visualiser et photographier les
bandes d’ADN, puis conservés a -20°C/-80°C pour étre envoyés au séquencage apres

purification (Muhammad et al., 2020)..
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Suivant le protocole du fabricant, les produits résultants ont été purifiés et excisés du gel
d'agarose avant d'étre nettoyés a l'aide d'un kit de purification PCR : GenElute PCR clean-up
(Sigma-Aldrich). Enfin, les produits d'amplification purifiés ont été séquencés au Service de
génomique de I'Université de Murcie avec la réaction de séquencgage du cycle de terminaison
BigDye (Applied Biosystems, Foster City, Californie, Etats-Unis) en utilisant les mémes

amorces PCR que celles mentionnées précédemment.
e. Analyses phylogenétiques

Les séquences de nos échantillons ont été vérifiées par rapport aux séquences de la base
de données GenBank via une recherche BlastN en ligne et ensuite ont été alignées avec les
séquences associées a l'aide de MUSCLE. L'arbre phylogénétique a été construit avec MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (11.0.10) par la méthode Neighbor-joining (NJ)
basée sur les distances évolutives (Edgar, 2004; Hall, 2013). Les séquences générées (1755pb)
par cette recherche ont été soumises a la base de données de nucléotides GenBank du National

Center for Biotechnology Information (NCBI) avec le numéro d'accession OM831388.
8. Production de Biomasse
8.1. Cultures des algues microscopiques

Quatre cultures pures des especes de microalgues déja sélectionnées (trois espeéces
d’algues bleu vert : SABB, S4B1let S9BB et une algue verte (S3A) ont été cultivée pour

produire suffisamment de biomasse pour les extractions de lipides.

Les souches sélectionnées pour produire suffisamment de biomasse pour les extractions
lipidiques ont été cultivées dans des flacons de 500 ml avec un milieu liquide correspondant et
aeré a l'aide d'une pompe d'aquarium qui pompait 1,5 | d'air par minute a travers un ensemble
goutte a goutte et ont été incubées dans les conditions indiquées précédemment pendant des
périodes allant jusqu'a 3 semaines. Trois réplicats ont été incubés pour chaque souche. Les
especes selectionnées des microalgues ont été régulierement contrélées pour la contamination
et la pureté des cultures liquides a éte freqguemment testée par observation microscopique pour

I'absence de croissance bactérienne ou eucaryote.
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8.2. Récolte de la biomasse algale

La biomasse d’algue verte S3A axénique a été récoltée par centrifugation a 5000 rpm
pendant 20 min pendant sa phase de croissance stationnaire (Muhammad et al., 2020). Le
culot cellulaire a été separé afin d'étre séché a 60 C pendant 24 h au four pour obtenir de la
matiere seche (%). La biomasse cyanobactérienne des souches S4BB, S4B11 et S9BB a été
récoltée par tamisage par microfiltration a l'aide d'un tamis cellulaire de 40 um (Verma et al.

2010). La biomasse obtenue a été congelée et maintenue a -80 °C jusqu'a I'analyse.
8.3. Estimation du rendement

Le poids des cellules algales séches a été déterminé par gravimétrie a l'aide d’une
quantité connue de culture d’algues par centrifugation a 5000 rpm pour 10 minutes. Le culot
d'algues a été lavé deux fois avec de I'eau distillée, puis la biomasse récoltée a été séchée a 85
°C dans un four jusqu'a ce qu'il atteigne un poids constant.

9. Extraction des lipides et quantification des acides gras

Toutes les espéeces testées ont montré une bonne croissance cellulaire et ont généré une
quantité satisfaisante de biomasse. Les lipides ont été extraits selon Folch et al., (1957).
Brievement, les échantillons ont été homogénéisés dans 20 mL de Chloroforme/méthanol (2:1
v/v) dans un perturbateur tissulaire (IKA ULTRA-TURRAX T 25 digital ; IKA-WERKE,
Staufen, Allemagne). Les impuretés non lipidiques ont été éliminées par lavage avec 0,88 %
de KCI. Le poids des lipides a été déterminé par gravimétrie apres évaporation du solvant

sous courant d'azote.

Les esters methyliques d'acides gras (EMAG) ont été préparés par transestérification
catalysée par un acide des lipides totaux selon la méthode de Christie (2003). Les échantillons
de lipides totaux ont été transméthylés pendant une nuit dans 2 ml d'acide sulfurique a 1 %
dans du méthanol (plus 1 ml de toluéne pour dissoudre les lipides neutres) a 50 °C. Les esters
méthyliques ont été extraits deux fois dans 5 ml d'hexane-éther diéthylique (1:1, v/v) apres
neutralisation avec 2 ml de KHCO3 a 2 %, séches sous azote et redissous dans 1 ml d'iso-

hexane.

Les EMAG ont éte séparés et quantifiés par chromatographie gaz-liquide a I'aide d'une

colonne capillaire flexible en silice fondue SPA™ 2560 (longueur 100 m, diamétre interne
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0,25 mm, épaisseur de film de 0,20 mm SUPELCO) dans un chromatographe en phase
gazeuse Hewlett-Packard 5890. La température du four de 140 °C a été augmentee
initialement a une vitesse de 3 °C min-1 a 230 °C, suivie de 2 °C min-1 et ensuite a 240 °C qui
a été maintenue pendant 12 min. L'injecteur et le détecteur a ionisation de flamme ont été
réglés a 260 °C. L'hélium a été utilisé comme gaz vecteur a une pression de 300 kPa et les
pics ont été identifiés en comparant leurs temps de rétention avec les normes EMAG
appropriées de Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA). Les données pour les

composants individuels sont exprimées en pourcentage du contenu total.

10. Prédiction des propriétés du biodiesel en fonction du profil des acides gras de trois
varieté de Mastigocladus S4BB, S4B11 et S9BB

Le profil d’AG influence significativement les propriétés physiques et chimiques des
biocarburants. Ainsi, le biodiesel microalgal nécessite de répondre a certaines spécifications
physiques et chimiques fixées par différentes normes (Uma et al., 2020). Aux Etats-Unis, la
norme applicable est la norme US ASTM D 6751 (American Society for Testing and
Materials), et la norme EN 14214 en Europe (Normes européennes) (ASTM 6751, 2012 ; EN
14214, 2012 ; Hoekman et al., 2012).)

Les propriétés du biodiesel, y compris le degré de saturation (DU), l'indice de cétane
(CN), l'indice de saponification (SV), l'indice d'iode (IV), la densité (p), la viscosité
cinématique (v), la stabilité¢ a I'oxydation (OS), le point de trouble ( CP), point d'écoulement
(PP), pouvoir calorifique supérieur (HHV), taux d'acides gras saturés (AGS), taux d'acides
gras monoinsaturés (AGMI), taux d'acides gras polyinsaturés (AGPI), les équivalents en
position allylique et bis-allylique (APE) et BAPE, respectivement), le facteur de saturation a
chaine longue (LCSF) et le point de colmatage du filtre froid (CFPP) ont été estimeés par
Biodiesel Analyzer® Ver. Logiciel 2.2 (disponible sur
« http://www.brteam.ir/biodieselanalyzer ») basé sur les acides gras mesurés dans chaque
souche (Talebi et al., 2014).

Le CN est l'indicateur crucial de la qualité de la combustion du carburant (Canakci et
Sanli, 2008). L'OS est un parametre important du biocarburant représentant les performances
du moteur et la résistance a I'oxydation du carburant lors d'un stockage prolongé (Canakci et
Sanli, 2008 ; Uma et al., 2020). Le v est 1'un des principaux criteres décisifs pour le carburant

et joue un réle primordial dans le schéma de pulvérisation du carburant, la formation du
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mélange et les processus d'allumage (Canakci et Sanli, 2008). De méme, le CFPP indique les
performances d'écoulement du biodiesel a basse température et est en corrélation avec les
valeurs d'acides gras insaturés dans le biodiesel (Gayathri et al., 2018). Le HHV est une
caractéristique essentielle qui indique le niveau d'énergie d'un carburant, tandis que I'lV
montre l'insaturation totale dans une combinaison d'acides gras. De plus, p est une
spécification de carburant cruciale qui influence les performances du moteur (Arguelles et al.,
2018)

11. Evaluation de I’activité antimicrobienne
a. Préparation des souches pathogenes

Les extraits de quatre especes de microalgues dont une algue verte (Coelastrella
thermophila) et trois souches de cyanobactéries (Mastigocladus laminosus) sont testés pour la
mise en évidence de I’activité antimicrobienne vis-a-vis de trois espéces bactériennes
proviennent du laboratoire de microbiologie université de Murcia, Espagne: deux bacilles a
Gram négatif : Escherichia coli (ATCC 25922), et Pseudomonas aeroginosa (ATCC 25378)
et une cocci a Gram positif Staphylococcus aureus (ATCC 25925) et sur la levure ; Candida
albicans ATCC (40208). Candida albicans ATCC (40208) est ensemencé dans le bouillon de
Sabouraud, incubée a 30°C pendant 72 heures, Des inocula sont enlevés, semés sur le milieu
de culture gélosé de Sabouraud. Les colonies des espéces bactériennes sont inoculées dans un
bouillon nutritif et incubées a une température de 37 °C pendant 24 heures. La préparation de
I’inoculum est effectuée en prélevant une a deux colonies et les suspendre dans 9 ml d’eau
physiologique stérile. La densité de 1’inoculum est ajustée afin d’obtenir une turbidité voisine
a celle de 0,5 Mc Farland qui est équivalente a 108 UFC/ml (Shaima et al., 2022)

b. Méthodes d'extraction

Les solvants utiliseés comprenaient de chloroforme, méthanol, éthanol, diméthylsulfoxyde
(DMSO). Deux méthodes sont utilisées pour I’extraction. Méthode 1: 1.5 ml de chaque
solvant a été ajouté a 10 mg de la biomasse (poids sec) de chaque espéces microalgue
sélectionnées dans un mortier de porcelaine et le mélange était broye. Les extraits ont ensuite
été transférés dans des tubes de 2 ml et agité pendant 20 min a température ambiante. Les
tubes étaient centrifugés a 5000 rpm/15 minutes, et les surnageants ont été collectés et
transférés dans des tubes de 2 ml (Alsenani et al., 2020). 10 ml de chaque solvant ont éte
ajoutés a 1 g de la biomasse algale (poids sec) et vortexé pendant 30 s avant d'étre incubé dans

I’obscurité pendant 24 heures pour éviter la dégradation des composés sensible. Aprés
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centrifugation, les extraits ont été transférés dans de nouveaux tubes et les solvants ont été
complétement évaporés par évaporation rotative. Ensuite, les extraits bruts ont été re-dissous

dans 200 ul des solvants sélectionnés (Alsenani et al., 2020).

C. Mise en évidence de I’activité antimicrobienne des extraits de Coelastrella thermophila

et des variétés de Mastigocladus laminosus.

La méthode de diffusion par disque a été utilisée pour évaluer 1’activité antimicrobienne
des extraits. Tout d'abord, & 1’aide d’un écouvillon stérile un inoculum est prélevé a partir de
la suspension bactérienne ajustée et etalé sur la surface du milieu de culture Muller-Hinton.
Ensuite, les disques ont été chargés avec 20 ul des différents extraits de microalgues préparés
par les différents solvants, laissés sécher, puis placés sur le milieu de culture Muller-Hinton et
les boites qui contient le milieu Sabouraud inoculées a I'aide de pinces stériles puis une nuit
d'incubation a 37 °C 30°C pendant 24 heures et 72 heures pour les bactéries et les levures
respectivement. Les expériences ont été meneées en trois répétitions. L’activité antibactérienne

est considérée comme positive a partir d’un diametre supérieur a 6 mm (Bauer et al., 1966).
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Résultats et Discussion

1. Caracteristiques physicochimiques des sources thermales algériennes etudiées

Les parametres in situ et les analyses chimiques des eaux thermales pour chaque
source sont fournis dans le tableau 2. La température des échantillons d'eau variait de 37°C
a 63°C et les valeurs de PH variaient de 6,70 & 7,72 (neutre a légerement alcalin). Les
valeurs de conductivités électriques variaient de 0,220 a 3,84 mS/m. Les échantillons d'eau
montrent une hétérogénéité dans leurs composants chimiques, alors que les valeurs des
principaux anions (CI~, HCO5, SO,* et NO3") et des cations (Ca**, Na*, Mg?* et K*) dans
les eaux étaient variables. L'abondance des principaux cations est la suivante : Na* > Ca?*
> Mg”> > K", Les chlorures sont les anions les plus abondants, suivis des bicarbonates, et

enfin des sulfates, par ordre de concentration moyenne.

La proportion des anions et cations majeurs était liée a la nature lithologique des sites
de collecte, correspondant a divers systemes géologiques complexes (Chenaker et al.,
2018). Les sources chaudes étudiées peuvent étre considérées comme hyperthermales et

fortement minéralisées (Saibi, 2009).

Les principaux anions étaient CI', SO,%et HCO'3, tandis que Na* et Ca* étaient les cations

dominants (tableau 1). Les eaux des sources (H. Tassa, H. Ouled Ziad, H. Djaarir, H.
Bouhmama, H. Essalihinel, H. Essalihine 2, H. El Knif) correspondent a des eaux de type
chlorure de sodium issues des évaporations triasiques (Berkani et Houha, 2017), tandis que
les sources d'Ouled Ali, H. Debagh 1, H. Debagh 2, et H. Meskhoutine, présentent un
faciés chlorure calcique (Chenaker et al., 2018).

La source St7 montre le niveau le plus élevé parmi toutes les sources pour les éléments
minéraux : Cl-, Ca**, SO,*, Mg?* et Na*, avec des valeurs de 1735,52 ; 251,55 ; 541.23 ;
42,47 et 900,58 (mg/l) respectivement. De plus, les sources St10 et St A présentent les
deuxiéme et troisiéme concentrations les plus élevées de Na* (respectivement 675,63 et
601,23 mg/l). Les analyses ont montré que la concentration en Magnésium Mg?®* atteignait
son maximum au printemps St2 et St3 avec une valeur de 25 mg/l et la valeur minimale
enregistrée au printemps St7 (6,64 mg/l). Pour les ions SiO,* le maximum est observé dans
la source St1 avec une valeur de 71,99 mg/l et le minimum est observé dans la source St5
avec une valeur de (21,2 mg/l). Toutes les sources étudiées présentent des concentrations
de HCO; relativement dans la méme fourchette (198,23 a 422 mg/l), a I'exception de la

source St5 qui a le niveau le plus élevé observé au cours de cette étude (840 mg/l). Pour les
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microéléments: Les niveaux de Li*, F, Br et Fe" se situaient dans la méme fourchette

basse moyenne pour toutes les sources (Tableau 3).

Dans la partie nord-est de I'Algérie, une gamme variée de sources thermales sont
situées dans des régions largement séparées (Figure 2). Dans la présente étude, les eaux
présentent une large gamme de températures (Tableau 2). La température d'une source
dépend a la fois de la profondeur et de la vitesse d'écoulement (Bahri et al., 2011). Les
eaux thermales proviennent de diverses sources géothermiques et sont influencées par les
eaux souterraines, ce qui entraine un refroidissement des eaux thermales avec une salinité

et une température variables (Giorgio et al., 2018).

De plus, les valeurs élevées de conductivité enregistrées (Tableau 2) pour la plupart des
sources thermales étudiées sont dues a la présence de grandes quantités de minéraux dans
I'eau et de nombreux sels sont plus solubles a des températures plus éleveées, ces sels et
minéraux pénetrent dans l'eau en touchant roches et sédiments, les eaux des sources

chaudes affichent des valeurs de conductivité relativement élevées (Chenaker et al., 2018).

Les valeurs d'anions et de cations étaient relativement hétérogenes (Tableau 3); cette
hétérogénéité est due a la nature lithologique des sites de collecte, qui se situent sur divers
systemes géologiques et complexes différentes structures géologiques et complexes
(Polveche, 1960). De plus, les fortes concentrations de Na, K, Ca, Cl, SO4 et SiO2
(Tableau 3) dans ces sources thermales sont dues au contact prolongé entre I'eau et sa paroi
rocheuse lors de longues circulations souterraines et d'échanges de citations dans les roches

hotes carbonatées et évaporées (Chenaker et al., 2018).
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Tableau 2. Caractéristiques générales des sources thermales algériennes analysées dans I'étude.

Résultats et Discussion

Sites Nom des sources température | pH Conductivité | oxygéne TDS
d’échantillonnage Région © (uS/cm) Dissous g/l
mg/l
St.l H. Debagh 1 47-50 7.29 1.08 4.46 12.5
St.2 H. Debagh 2 55-57 7.20 2.81 3.72 1.8
St.3 H. Meskhoutine Guelma 63 7.08 0.232 063 1.51
St4 H. Ouled Ali 55 7.09 0.220 3.09 1.94
St.5 H. Tassa 42.3 6.70 3.09 0.26 1.60
St.6 H. Ouled Ziad Souk Ahras 41.7 7.30 4 0.56 1.17
St.7 H. Djaarir Khenchela 38-39 7.65 0.725 0.47 5.52
St. A H. Bouhmama Batna 35-37 7.72 0.265 17.49 1.72
St.9 H. Essalihinel 50-54 6.70 3.50 5 1.80
St.9.1 H. Essalihine 2 Khenchela 55-57 6.89 3.84 5.25
St.10 H. El Knif 48-50 7.55 3.65 3.60 1.85
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Tableau 3. Principaux composants chimiques (mg/l) des échantillons d’eaux des sources thermales algériennes.

Résultats et Discussion

source ca® Mg® | Na* K* HCO,; |F cr Br |so/” |NOj; |Sio, Li* Fe
Thermale

st.1 232.53 28.19 | 205.48 2351 | 342 3.28 [34377 |055 | 35886 | 0.47 7199 [0.19 0.12
St.2 212 34 205 25 336 3.24 | 327 0.49 | 382 0.39 69.26 | 0.18 0.1
St.3 220 3356 | 219 25 366 2.7 318 2.17 | 367 0.36 54.9 1.165 | 0.135
St4 224.18 41.00 |325 7.02 255 229 [191.22 [ 1.20 [ 301.00 | 0.21 50.4 0.10 0.21
St.5 286 35 417 24 840 2.6 725 19 |17 0.64 21.2 0.9 Traces
St.6 169 34 165 12 422 4.2 330 1.54 | 45 / 22 0.21 0.1
St.7 251.55 42.47 | 900.58 6.46 198.23 | 0.34 | 173552 | 0.45 | 541.23 | 0.27 26.7 0.053 |/

St. A 133 34 622 12 656 0.41 | 165 0.47 | 18 / 22 0.057 [/

St.9 129.40 2278 | 601.23 18 281.36 | 042 | 692.54 |0.47 |287.14 |39 4345 [0562 |0.01
St.9.1 132 23 631 22 31476 | 0.79 | 880 0.57 | 215 5.04 49.2 0.341 | 0.012
St.10 159..08 16.73 | 675.63 15.75 | 32525 [1.05 |79536 |1.26 |456.32 | 6.04 45.3 0.456 | 0.003
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2. La diversité des espéces algale

Dans la présente étude, nous avons exploré les sources thermales de 1’ Algeérie. Un total
de 29 taxons a été enregistre, avec une dominance des espéces des bacillariophycées. La
richesse spécifique variait de 5 a 20. Le nombre maximum de taxons identifiés (20) a eté
trouvé a la source St2 (55-57 °C) et le nombre minimum en St6, St5, St 7, St A, avec 5-7
especes. Les diatomées montrent une diversité importante avec 13 espéces, et avec une

dominance entiere des formes pennées.

Dans cette étude, la biodiversité des microalgues thermophiles dans onze sources
thermale algériennes avec des températures de I'eau et une composition minérale variables
a eté étudiée. Ce travail constitue le premier bilan de la diversité algale dans les sources
thermales algériennes. Ainsi, 29 especes semblent s'étre adaptées a ces milieux thermaux.
Un richesse spécifique similaire a été trouvé dans d'autres sources thermales (Ghozzi et
al., 2013).

Sur la base des resultats, la diversité maximale des taxons de microalgues a été
obtenue a la source thermale St2 a 55-57 °C avec 20 especes ; suivi de St1 (47-50°C), St3
(63°C), St9 (50-54°C) et St10 (48-50°C) et St4 (55 °C) avec respectivement 19, 14, 14, 13
et 13 especes respectivement (Tableau 4). Dans cette étude, nous avons constaté que les
sources dont la température varie de 47 a 63 ° C présentent une diversité algale plus élevée
gu'a une température moyenne de 37 a 45 ° C. Nikulina et Kociolek (2011) ont signalé que
les sources tharmale des Tles Kouriles et Sakhaline, en Russie, avec des températures allant
jusqu'a 60 °C, ont le plus grand nombre d'espéces que celles avec des températures plus
basses. Outre, la forte abondance des espéces de diatomées dans ces sources pourrait étre
liée a leur adaptation physiologique a la forte concentration de micronutriments dans I'eau.
De méme, les niveaux élevés de silice et de potassium dans ces sites sont, en fait, des

facteurs déterminants pour la riche variété de diatomées (Abdelwahab et Amin, 2017).
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3. Etudes morphologiques et phylogénétique des espéces sélectionnées

3.1. Variation morphologique de Coelastrella sp S3A

Sur la base des caractéristiques morphologiques, I'isolat S3A a été identifié de maniere
préliminaire comme étant 1’espéce Coelastrella sp, caractérisée comme unicellulaire et
formant occasionnellement des agrégats avec des cellules végétatives sphériques a
subsphériques, de 5,4 a 9 um de diametre, comprenant un seul chloroplaste pariétal en
forme de cloche, dont sa forme souvent se change rapidement, en se fragmentant en

plaques a mesure que les cellules vieillissent.

Avant la division cellulaire, les cellules matures sont presque sphériques et mesurent
(8,5) 9,7-14 (18,5) um de diametre avec des épaississements bien visibles sur les parois
cellulaires. Un pyrénoide distinct a été clairement observé dans les cellules végétatives et
les autospores. Les nervures longitudinales de la paroi cellulaire des cellules vivantes sont
presque invisibles en microscopie optique. La reproduction a été effectuée exclusivement
par des autospores (4 a 16 autospores allongées dans la cellule du sporange). Les cellules
agées changent fréquemment de couleur pour devenir rouge brique/orange (Figures 5, 6, 7,
8).

Outre la nature thermophile, la propriété de production de pigments de Coelastrella
S3A a également été trouvée pendant la culture. La couleur verte ferme de Coelasrealla
S3A a été changée en vert pale ou jaunatre, lorsqu'elles ont atteint la phase stationnaire de
croissance, puis elles sont finalement devenues rougeatres. Diverses especes de
Coelastrella ont déja été signalées (Abe et al., 2007; Hu et al., 2013 ; Minhas et al., 2016)
pour leur nature d'accumulation de caroténoides dans des conditions de stress. La
formation de caroténoides en phase stationnaire de croissance donne l'aspect rougeatre de
la culture (Figures 8) (Narayanan et al., 2018).

Le genre Coelastrella est connu depuis pres de 100 ans et il contient relativement un
petit nombre d’espéces déja identifiée (Goecke et al., 2020). La plupart des espéces de au
genre Coelastrella sont principalement des especes terrestres que l'on trouve également
dans les plans d'eau temporaires et dans des habitats aériens, tels que le sol, les surfaces
rocheuses, les murs de briques, les sols en béton et I'écorce des arbres (Wang et al., 2019 ;
Maltsev et al., 2021).
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R e Ay PN ‘
ques des cellules

re 5. Caractéristi végétatives avec un seul pyrenoide de C.

thermophila var. globulina. Barre d'échelle 5um

Figure 6. Caractéristiques des cellules matures de C. thermophila var. globulina. 5.6.7.
Cellules mature avec un chloroplaste en forme de cloche. 8. Chloroplaste se devise en
plusieurs fragments. 5. Cellule mature avec deux petites vacuoles. 7. Cellules mature avec

une large vacuole. Barre d'échelle= 5 pum.
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Figure 7. Caractéristiques des sporanguim de C. thermophila var. globulina. A.
autospores. B.F.G. sporanguim avec des spores C. sporanguim avec trois spores D.E.

Sporanguim entrain de secréter des spores. Barre d'échelle= 5um

e
AR

I 5 AL A ' ::’_d
Figure 8. Caractéristiques des cellules agées de C. thermophila var. globulina. Barre

d'échelle= 5 pm.
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Les especes de ce genre sont répandues dans les écosystemes européens telle ques C.
rubescen, C. terrestris et C. oocystiformes. Les espéces de Coelastrella trouvées hors
d'Europe comprennent des especes terrestres décrites du Japon et de Nouvelle-Zélande, et
des espéces planctoniques d'eau douce, de Chine (Maltsev et al., 2021). A notre
connaissance, Coelastrella n'a pas été enregistré en Algeérie avant. Il est fort possible que de
nombreuses espéces de microalgues coccoides (y compris Coelastrella spp.) ont été
négligés dans les études environnementales locales (en Algérie et ailleurs). Egalement,
I’espéce que nous avons isolée dans ce travail d'une source thermale algérienne représente

le premier signalement de ce genre a partir des zones extrémes dans le monde.
3. 2. Etude morphologique de Mastigocladus laminosus S4BB, S4B11 et S9BB

Trois souches de M. laminosus ont été isolées et cultivées : désignées S4BB et S4B11
de la source Ouled Ali et S9BB de la source Essalihine. Les trois souches correspondent
parfaitement a la description de M. laminosus Cohn ex Kitchener de Komarek (2013)
(Figure 9, 10, 11; Tableau 5).

Sur la base d'une combinaison de morphologie (vrai ramification) et d'écologie
(origine thermale), les trois souches ont été identifiées comme étant la souche thermophile
M. laminosus (Komarek, 2013 ; Kastovsky et Johansen, 2008). Les différences
morphologiques observées entre les trois souches isolées étaient probablement liées a des
différences dans les caractéristiques chimiques des sources chaudes et la composition des
milieux de culture (Castenholz, 1976). M. laminosus a été isolé dans cette étude a des
températures de 55 °C et 57 °C, comme indiqué dans les enregistrements précédents de
Miller et al. (2006), Finsinger et al. (2008), Komarek (2013) et Alcamén et al. (2015).
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Tableau 5. Principales caractéristiques morphologiques des espéces de Mastigochladus

laminosus Cohn ex Kitchener.

especes S4BB S4B11 S9BB
Source d’origine Ouled ali Ouled ali Essalihine
Milieu de Culture BBM BG11 BBM

Filaments 3.95-6.68 4.64-6.63 4.44-5.60
Mesure de la principaux
largeur des
cellules (um) Branches 2.71-2.98 2.25-3.19 2.50-3.03

Filaments 4.41-7.59 4.07-6.19 4.02-8.40
Mesure de la principaux
largeur des
cellules (um) Branches 5.28-7.59 4.18-9.91 4.28-6.72
Type de T Présent Présent Présent
Ramification \Y Présent Présent Présent

Y Rare Rare Abondant
Hormogonies Présent Présent Présent

20 cellules 20 cellules 7 to 14 cellules
Hétérocystes Présent Présent Présent
incolore, cylindrique incolore, cylindrique incolore, cylindrique

Gaine Mince, distinct Mince, distinct Mince, distinct
Akinetes Absent Absent Présence d'akinetes non

maturés
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Figure 9. Caractéristiques morphologiques principales de Mastigochladus laminosus
S4BB. 1.2. Filaments principaux multi branches.3.4. Filaments principaux avec deux
lignes de cellules. 5.6. Y- branche type. 7. Hormogonuim. 8. a. Filaments principaux avec
des branches et avec une heterocytes terminale. 8. b. Hormogonuim avec deux heterocytes.
9. extension terminal. Les fleches désignent les heterocytes. Barre d'échelle= 10um a

I’exception de 1 Barre d'échelle= 25um.
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Figure 10. Caractéristique morphologiques principales de Mastigochladus laminosus

S4B11. 1.5. Partie terminale de branche. 4. Filaments principaux multi branches. 6.7.
Filaments principaux avec une heterocytes. 3.4. Filaments principaux avec nouvelle
branche. 3. a. Hormogonuim avec terminal heterocytes. 3. b. Hormogonuim. Les fléches

désignent les heterocytes. Barre d'échelle= 10 um.
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Figure 11. Caractéristiques morphologiques principales de Mastigochladus laminosus
S9BB. 1. Filaments principaux multi branches. 2.3.9. Y- branche type. 4.8. Filaments
principaux avec nouvelle branche 5.6. Hormogonuim. 10. a. b.Hormogonuim avec
heterocytes. Les fleches désignent les heterocytes. Barre d'échelle= 10um.

59



Résultats et Discussion

3.3. Etudes phylogénétique de Coelastrella sp S3A et de Mastigocladus laminosus
S4BB, S4B11 et S9BB

L’analyse phylogénétique basée sur I’alignement de la séquence de 'ADNr 18S
obtenues par le blast et une comparaison avec des souches similaires dans la base de
données GenBank ont indiqué que I’espece S3A présentait une forte similitude avec
d'autres séquences de genre Coelastrella (Scenedesmaceae, Chlorophyceae) ce qui
confirme les résultats de la caracterisation morphologique. Une homologie de 100% a été
obtenue entre la séquence de la souche S3A et I’espéce Coelastrella thermophila var.

Globulina, recemment décrit par Wang et al. (2020).

L’¢étude moléculaire est complétée par la construction d’un arbre phylogénétique,
regroupant de 1’espéce étudiée ainsi que 24 séquences des especes similaires obtenues par
le BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov). L’arbre construite a montré que 1’espéce Coelastrella
S3A forme clade phylogénétique bien soutenu avec les genres Coelastrella et Asterarcys
(Figure 12). Coelastrella S3A a formé une ligne phylogénétique (groupe sceur) avec

Coelastrella thermophila var. Globulina, réecemment déecrit par Wang et al. (2020).

Les caractéristiques morphologiques de 1’espece étudiee correspondent a celles du
genre Coelastrella défini par Chodat en 1922. La microalgue verte isolée a 63 °C de pierres
submergées morphologiquement adaptées Coelastrella thermophila var. globulina, qui a
été récemment décrite par Wang et al. (2020). Le séquencage de I'ARNr 18S et I'analyse
BLAST ont confirmé son identification. Coelastrella S3A a été regroupée avec
Coelastrella thermophila var. globulina, avec un bon support, et ce clade était cohérent
avec les données morphologiques et la souche a établi un groupe sceur avec le C.

thermophila var. globulina Q. Wang, H. Song, X. Liu, G. Liu et Z. Hu.

Il 'y avait une similarité de 100 % entre la séquence de Coelastrella S3A et les
séquences du matériel typus de Coelastrella thermophila var. Globulina téléchargée sur
GeneBank par Wang et al (2020). Cependant, ce genre a une histoire taxonomique
compliquée, qui a été révisee a plusieurs reprises sur les bases de données morphologiques

ou moléculaires (Wang et al., 2020).

Le taxon a déja été signalé sur des sols en béton humides ou des pierres immergees
dans des riviéres. Les cellules d'algues sont initialement vert foncé, mais deviennent rouge

brique ou orange en vieillissant, ce qui indique une synthése accrue de caroténoides (Abe
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et al., 2007 ; Goecke et al., 2020 ; Alshareef et al., 2021). Des changements dans la forme
des chloroplastes a mesure que les cellules vieillissent ont également été signalés dans
d'autres souches de Coelastrella (Maltsev et al., 2021 ; Wang et al., 2020). A notre
connaissance, aucune espece appartenant au genre Coelastrella n'a été signalée auparavant

dans des sources thermales en Algerie ou ailleurs.

L alignement des séquences completes de 'ADNr 16S des espéces étudiée contre des
séquences correspondantes des bases de données GenBank a indiqué que les especes
S4BB, SB11, S9BB présentaient une forte similitude avec d'autres séquences de genre
Fischerella. Une forte similitude de 90% a été obtenue entre les séquences étudiées et

I’espéce Fischerella thermalis.

Aprés comparaison des séquences par BlastN avec la banque de données NCBI,
L arbre phylogénétique a été généré par NJ, fait apparaitre les isolats S4BB, SB11, S9BB
dans le méme clade que Fischerella thermalis.

La préférence pour les biotopes thermaux est unique dans les espéces appartiennent au
vrai ordre Stigonematales (hors Chlorogloeopsis) au genre Mastigocladus. Les espéces
appartenant au genre Mastigocladus isolées des habitats non thermiques sont, selon
Kastovsky et Johansen (2008) plus proche de genre Fischerella. Pour cela le biotope
d’origine doit étre considéré comme un caractére taxonomique critique dans I'attribution
des espéces (Kastovsky et Johansen, 2008). Mastigocladus laminosus Cohn ex Kirchner,
cyanobacteruiim filamenteux a ramification vraie, capable de fixater I'azote, represente un
bon exemple d'organisme thermophile car il a été décrit a l'origine & partir de sources
thermales (Kastovsky et Johansen, 2008 ; Alcorta et al., 2019), et domine les tapis
microbiens thermlaes (Alcorta et al., 2019) avec une distribution mondiale (Castenholz,
1996 ; McGregor et Rasmussen, 2008). M. laminosus montre une excellente tolérance au a
la dessiccation (Miller et al., 2007) et synthétise généralement des AG monoénoiques 14:0,
14:1, 16:0, 16:1, 16:2, 18:0 et 18:1 ( Murata et al., 1992 ; Los et Mironov, 2015).
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KC861673 Coelastrella multistnata var. grandicosta
JX513882 Coelastrelia terrestns
AB037082 Coelastrelia multistniata var. corcontica
s { AB012846 Coelastrella multistnata
2 JX513879 Coelastrella aeroterrestrica
KM020088 Coelastrelia oocystiformis

@ - _: AB012847 Scotiellopsis terrestnis
0 MH176105 Coelastrella oocystiformis
JX513881 Coelastrella stnolata
MH176097 Coelastrelia sp
4 MH176096 Coelastrella rubescens
" _«1: JX513884 Scenedesmus rubescens
MH176103 Coelastrelia sp. QW-2019¢
MH176093 Coelastrella saipanensis
HG328355 Coelastrella saipanensis
— AB055800 Coelastrella saipanensis
@ Coelastrela sp S3A
—————— @ MH176099 Coelastrella thermophila var. globulina
= _{: @ MH176102 Coelastrelia thermophila var. globulina
100 @ MH176100 Coelastrella thermophila
— MH176109 Asterarcys quadncellulare
43— MH176107 Coelastrella sp. QW-2019
— AB055801 Scenedesmus littoralis
109 ——— MH176110 Scotiellopsis reticulata
MH176111 Hanotina reticulata
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Figure 12. Arbre phylogénétique de la souche Coelastrella sp S3A étudiée reconstruite a
I'aide d'un ensemble de données de 25 18S ADNTr dérivant du genre Coelastrella et de ses
espéces relatives des Chlorophyceae. Les valeurs au niveau des nceuds indiquent les
probabilités calculées par Bootstrap; les noms d'espéces et de souches, ainsi que les

numéros d'accession GenBank, sont indiqués pour chaque taxon.
4. Rendement de culture et croissance

Une production de biomasse seche de 9,39, 18,36 et 12,68 g/l a été obtenue pour les
souches S4BB, S4B11 et S9BB, respectivement. Les trois souches de M. laminosus ont
montré des rendements de biomasse beaucoup plus élevés que d'autres souches de
Mastigocladus rapportées dans des études précédentes, telles que M. laminosus (CCAP
1447/3) (0,8 g/l) (Smith-Badorf et al., 2013), M .laminosus Sofia (0,53 g/l), M. laminosus
Carslbad (0,48 g/l) (Rezanka et al., 2012), Mastigocladus HS-46 (2,09 g/l) (Prihantini et
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al., 2021), et dans autres especes de cyanobactéries comme Synechococcus HS-9 (3,323
g/l) (Rahman et al., 2020), Nostoc carneum MBDU 709 (0,58 g/l) (Anahas et Muralitharan,
2018), Synechocystis PCC 6803 (1,18 g/l) , Synechococcus PCC 7942 (1,09 g/l), Nostoc
muscorum (0,76 g/l), Oscillatoria sp (0,76 g/l), Lyngbya sp (0,64 g/l) et Phormidium sp
(1,07 g/l) (Patel et al ., 2018).

La microalgue verte isolée Coelastrella S3A a été cultivé dans un milieu BBM riche
en extrait de sol & 75 uM photons m s™ & une température de 35 °C pour 16 jours, la avec
la biomasse séche obtenue était de 10.86 g/l. Les travaux précédents de la culture de
différentes especes de Coelastrella montrent leur capacité a produire de la biomasse dans la
gamme de (0,78) 1,10-1,85 (3,0) g/l. Coelastrella S3A étudiée a présenté des rendements
de biomasse largement plus haussés comparé aux valeurs enregistrées pour autres especes
de Genre Coelastrella dans des études antérieures telles que Coelastrella multistriata MZ—
Ch23 (1.30g/l) (Maltsev et al., 2021), Coleastrella sp. FI69 (Narayanan et al., 2018),
Coelastrella sp. strain BGV (7.7 g/1) (Dimitrova et al., 2017) and Coelastrella sp. F50 (Hu
etal., 2013).

Un taux de croissance rapide et une productivité élevée de la biomasse sont des
caractéristiques clés souhaitables pour la sélection des microalgues pour les cultivées pour
des fins commerciales (Oyewumi and Olukunle, 2018).. Les taux de croissance élevés des
microalgues couplés a la facilité de culture en font une alternative prometteuse pour
plusieurs processus, notamment avec les problémes de pollution environnementale,
changement climatique et effet de serre croissant (Mutanda et al. 2011). Dans ce contexte,
la prospection de la biodiversité des sources thermales peuvent étre une recherche

fructueuse pour exploiter la flore naturellement disponible (Ratha et al., 2012).

Les standards d’expérience de la croissance algale dans les conditions de laboratoire
non optimisées ont été utilisés pour établir les taux de croissance, la productivité de la
biomasse et le contenu d’acides gras de quatre especes de microalgues selectionnees dans
cette étude. Globalement, le taux de croissance moyen (allant de 9.39 a 12.68 g/L) était
largement supérieures a ceux enregistrés dans d'autres études, les quatre espéces ont une
croissance rapide et sont facile a récolter avec un large intervalle de tolérance de
temperature (Oyewumi and Olukunle, 2018). Les espéces de Coelastrella ont un large
éventail d'utilisations biotechnologiques. Certaines souches de Coelastrella combinent la

capacité a accumuler des caroténoides secondaires (jusqu'a 2 % de poids sec) et des lipides
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(jusqu'a 50 % de poids sec) avec une haute résistance aux diverses facteurs de stress
(Maltsev et al., 2021).

5. Profil d’acides gras
5.1. Composition en acides gras Coelastrella thermophila var. globulina

Le contenu en AG de Coelastrella thermophila var. globulina se trouve dans le tableau
6. Le profil d'AG de notre isolat était constitué d'une proportion élevée d'acides gras
monoinsaturés (AGMI) (51,12 % + 0,12), de 27,01 % + 0,09 d'acides gras saturés (AGS) et
de 21,87 % * 0,05 d'acides gras polyinsaturés (AGPI).

Dans I'ensemble, I'acide palmitique (16:0) était I'AGS prédominant (21,45 % + 0,08),
I'acide oléique (18: 1n-9) était I'AGMI le plus répandu (35,95 % + 0,07) et l'acide
linoléique (18: 2n-6) était I'AGPI le plus abondant (14,38 % + 0,03). Un autre AGPI
d'intérét qui exhibe une proportion relativement élevée du total d’AG était l'acide o-
linolénique (18: 3n-3) (04,22% + 0,07), tandis que 20: 4n-6 (acide araquidonique, ARA) et
18: 3n- 6 (y-acide linolénique, GLA) n'en avait que 0,13 % et 0,96 %, respectivement.
L'acide eicosapentanoique (20:5n-3, EPA) et I'acide Ddocosahexaénoique (DHA) n'ont pas
été détectés. Récemment, diverses études ont rapporté l'intérét biotechnologique de ce
genre en raison de sa teneur en pigments et en acides gras, ainsi que pour une utilisation
potentielle pour la bioremédiation (Abe et al., 2007 ; Hu et al. 2013; Kawasaki et coll.
2013 ; Luo etal., 2016 ; Thao et al. 2017; Wang et al. 2020).

La capacité des algues a accumuler de grandes quantités d'AG par rapport a d'autres
organismes est I'une des qualités qui leur permettent de vivre dans des environnements
extrémes (Sadvakasova et al., 2019). La souche isolée avait un profil en AG remarquable
et pourrait étre un candidat prometteur a des fins biotechnologiques (Abe et al., 2007 ;
Minyuk et al., 2017) car elle présente une forte proportion d'acide oléique et un
pourcentage relativement élevé d'’AGPI (Tableau 6). Récemment, diverses etudes ont
rapporté l'intérét biotechnologique de ce genre en raison de sa teneur élevé en pigments et
en acides gras, ainsi que pour une utilisation potentielle en bioremédiation (Goecke et al.,
2020).

Des pourcentages d’AG comparables ont été rapportés dans la souche thermotolérante
Coelastrella sp. F50 avec 26,25 % d'AGS et 41,47 % d'’AGMI (Hu et al., 2013) et la

souche thermotolérante Coelastrella sp. FI69 avec 27% de AGS, et une valeur élevée de ou
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AGMI (Narayanan et al., 2018), les deux respectivement lls différaient des autres souches
de Coelastrella, telles que Coelastrella sp. L3 avec une valeur AGS élevée (62,97%) (Thao
et al., 2017) ainsi que Coelastrella multistriata (Maltsev et al., 2021) et Coelastrella sp.
FGS-001(Goecke et al., 2020), qui contenaient tous deux une forte proportion d'AGPI
(66,80 % et 42,71 %, respectivement) (Tableau 6).

Cependant, Coelastrella S3A a pu générer des niveaux d’AG importants a une
température relativement élevee (35 ° C) dans des conditions de laboratoire par rapport aux
autres souches de Coelastrella, qui ont été cultivées a des températures relativement plus
basses. Tout cela fait de cette microalgue une option intéressante pour la production d'AG
a des fins biotechnologiques ((Hu et al., 2013 ; Abe et al., 2007).

Le profil AG de la souche étudiée présentait une longueur de chaine moyenne qui
variait de C14 a C20, ce qui est typique des microalgues (D’Alessandroa et al., 2018). Il est
généralement contenu dans des matiéres premiéres appropriées pour la production de
biodiesel et garantit des paramétres de biodiesel de haute qualité (Mutanda et al., 2011 ;
Oliveira et al., 2018). Les biodiesels générés a partir d'/AGS et d'AGMI a chaine carbonée
courte sont de meilleure qualité. La souche étudiée présentait des proportions relativement
élevées d'AGS et d'AGMI, ce qui la qualifie comme candidate pour fournir des matiéres
premieres également pour la production de biodiesel (Sadvakasova et al., 2019).

Le principal AGS était I'acide palmitique, le principal AGMI était I'acide oléique,
tandis que I’acide linoléique (LA) et o-linolénique (ALA) étaient dominants dans les
AGPI. Nos résultats sont cohérents avec ceux rapportés pour d'autres souches de
Coelastrella (Hu et al., 2013; Goecke et al., 2020; Abe et al., 2007; Minyuk et al., 2017
Dimitrova et al., 2017; Narayanan et al., 2018). Les différences de composition en AG de
notre souche dans des conditions d'incubation différentes peuvent favoriser la synthése

d'un type ou d'un autre et mériter des études plus approfondies.

Notre Coelastrella thermophila var. globulina présentait des teneurs élevées en AGPI
totaux omega-6 et omega-3, ce qui est caractéristique des souches de Coelastrella (Maltsev
et al., 2021). Les acides gras polyinsaturés (AGPI), a savoir les oméga-3 et les oméga-6,
sont des composants essentiels de I'alimentation humaine et animale; ces acides gras, ne
peuvent pas étre synthétises par le corps humain. Par conséquent, I'apport de sources

externes est impeératif (Sadvakasova et al., 2019; Pgjo, et al., 2021).
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L'AL était également présent et prédominait dans les AGPI omega-6, tandis que I'ALA
prédominait dans les AGPI omega-3. Par conséquent, les teneurs élevées en AG
linoléiques et a-linoléniques de notre espéce font de la biomasse une source précieuse de
supplément nutritionnel et un additif alimentaire potentiel pour les animaux, ou I'ALA
et/ou I'AL pourraient répondre aux exigences essentielles en AG (Tableau 6) (Dimitrova et
al., 2017).

Bien que les pourcentages d'acide g-linolénique GLA (18:3n-6, GLA) (0,96%) et
d'acide stéaridonique (18:4n.3, SA) (1,16%) ne soient pas élevés, la présence de ces deux
AG est intéressante car ils peuvent favoriser métaboliquement la production d'ARA et
d'EPA dans les cellules humaines, qui sont essentielles (D’Alessandroa et al., 2018 ;
Vargas et al., 1998). De méme, la production de 0,96 % de GLA par la souche étudiée
semble étre relativement supérieure aux valeurs enregistrées chez les autres souches de
Coelastrella (Hu et al., 2013 ; Thao et al., 2017; Narayanan et al., 2018 ; Maltsev et al.,
2021; Goecke et al., 2020) et autres microalgues vertes thermophiles (D’ Alessandroa et al.,
2018).

L’acide docosahexaénoique (DHA, 22:6, n-3), acide eicosapentaénoique (EPA, 20:5
n-3), acide a-linolénique (ALA, 18:3 n-3), acide arachidonique (ARA, 20:4 n-6) et l'acide
y-linolénique (GLA, 18:3, n-6); ils ont suscité un intérét considérable en ce qui concerne la
santé humaine, notamment pour moduler le risque de maladies prévalentes (Pojo, et al.,
2021).

Coelastrella S3A, isolée d'une source thermale algérienne a haute température (63
°C), a démontré sa capacité a se développer en culture a une température plus basse (35
°C) que dans son habitat naturel. Cette flexibilité thermique est importante dans les
procédures d'investigation car elle permet non seulement de rechercher la variabilité de la
teneur en AG due aux facteurs environnementaux, mais également [I'exploitation
dynamique de ce constituant (Zili et al., 2015). Les microalgues se sont revélées étre la
matiere premiére la plus prometteuse en termes de productivité de la biomasse, de teneur
élevée en huile, de forte capacité d'adaptation aux environnements défavorables, de métaux
lourds, de substances toxiques, de concentration élevée de CO2 et d'absence de
concurrence avec les terres cultivables (Chisti 2007). La forte demande en acides gras

polyinsaturés, notamment les especes omega-3 a longue chaine (eicosapentaénoique,
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docosahexaénoique et a-linolénique), est due a leur pertinence pour la santé humaine, avec

de multiples fonctions neutralisantes et actions pharmacologiques (Maltsev et al., 2021).

Tenant en compte leur grandes teneur en acides gras et de caroténoides, ainsi que leur
croissance rapide et une forte résistance aux conditions stressantes, en font des espéces de
genre Coelastrella des candidats potentiels pour la production a grande échelle des acides
gras d’intérét biotechnologique, des pigments naturels et de biocarburants (Wang et al.,
2019). La biomasse de microalgales a été considérée comme une matiere premiere
alternative pour la production de biodiesel en raison de systemes de culture simples, et du
potentiel de répondre aux demandes actuelles mondiaux en matiere de biocarburants
(Ghasemi Naghdi et al., 2016)

Le criblage des especes de microalgues indigenes est nécessaire pour évaluer leur
potentiel biotechnologique, en particulier dans les environnements extrémes ; certaines de
ces especes peuvent étre plus bénéfiques que les especes exploitées dans le domaine

commercial.
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Tableau 6. Composition des acides gras de Mastigocladus laminosus (%).

Acides gras Mastigocladus Mastigocladus Mastigocladus
laminosus S.4.BB laminosus S4.B11 laminosus S.9BB
10:0 0,12 +0,07 0,03 %0,03 0,00 0,00
12:0 0,00 %0,00 0,00 0,00 0,00 £0,00
14:0 1,17 £0,09 0,99 0,12 1,38 0,18
15:0 0,18 #0,03 0,15 #0,03 0,30 0,13
16:0 53,16 +0,30 51,41 +0,26 52,71 +2,46
18:0 3,44 +0,64 2,98 0,26 4,40 0,42
20:0 0,13 +0,02 0,18 +0,04 0,19 0,01
22:0 0,16 +0,05 0,17 +0,00 0,26 +0,01
24:0 0,06 0,01 0,00 +0,00 0,12 0,00
Totale AGS 58,42 +1,09 55,91 +0,16 59,37 +1,74
14:1n-5 0,04 £0,00 0,00 0,00 0,00 £0,00
15:1n-5 0,00 %0,00 0,00 0,00 0,00 £0,00
16:1n-7 7,11 0,37 3,46 0,18 7,25 0,78
18:1n-9 29,46 0,49 36,60 +1,33 24,47 +1,42
18:1n-7 4,14 +0,46 3,44 +0,77 6,66 +2,00
20:1n-9 0,04 +0,00 0,04 +0,00 0,00 £0,00
22:1n-9 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 £0,00
24:1n-9 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 £0,00
Totale AGMI 40,78 +1,11 43,54 +0,38 38,39 +1,36
18:2n-6 0,69 0,07 0,32 0,05 1,76 0,28
18:3n-6 0,10 0,01 0,02 +0,02 0,00 +0,00
20:2n-6 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
20:3n-6 0,00 £0,00 0,00 %0,00 0,18 0,04
20:4n-6 0,02 0,01 0,10 0,10 0,00 +0,00
22:2n-6 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
22:4n-6 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
Total n-6 AGPI 0,81 +0,06 0,44 +0,13 1,93 +0,32
18:3n-3 0,05 0,01 0,04 +0,01 0,21 0,05
18:4n-3 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
20:3n-3 0,00 0,00 0,04 +0,04 0,00 +0,00
20:5n-3 0,07 +0,02 0,06 +0,01 0,10 £0,00
22:5n-3 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
22:6n-3 0,00 £0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
Total n-3 AGPI 0,11 0,02 0,13 +0,06 0,31 #0,05
18:1 trans9 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
18:2 trans 9-12 0,00 £0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
Total 0,00 £0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
Totale AGPI 0,92 +0,08 0,57 0,19 2,25 +0,37
n-3/n-6 0,13 0,01 0,30 0,04 0,16 +0,00
ARA/EPA 0,63 0,27 1,61 1,61 0,00 +0,00
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5.2. Composition en acides gras des souches de Mastigocladus laminosus

La composition en AG des trois souches était équivalente et aucune variation
significative n'a été détectée (Tableau 7). La teneur en AGS variait de 55,91 % a 59,37 %,
avec des AGMI de 38,39 % a 43,54 %, et la teneur en AGPI variait de 0,57 % a 2,25 %
(Tableau 7). Le profil FA des trois souches était dominé par 16:0 et 18:1n-9, trouvés a des
valeurs éleveées allant de 51,41 a 53,16% et 24,47% a 36,60%, respectivement, et par des
valeurs modérément élevées de 18:0 et 18 :1n-7 allant de 2,98 % a 4,40 % et de 3,44 % a
6,66 %, respectivement. Les valeurs d'’AGPI comme le 20:5n-3 (EPA) étaient relativement
faibles, de 0,06 % a 0,10 % (Tableau 7).

Dans tous les cas, le palmitique (16:0) était I'AGS prédominant. L'acide oléique (18:1n-
9) était I'AGPI préedominant et I'acide linoléique (18:2n-6) était I'AGPI le plus abondant
(0,32-1,76%). Linoléique et arachidonique (ARA, 20:4n-6), avec des valeurs toujours
inférieures a 0,10%, étaient présents dans toutes les souches et prédominaient parmi les n-
6, tandis que 1'a-linolénique (ALA, 18:3n-3) et eicosapentaénoique (EPA, 20:5n-3) étaient
prédominants parmi les acides n-3 (les valeurs allaient de 0,04 a 0,21 % et de 0,06 a 0,10
%, respectivement) (Tableau 7). L'acide docosahexaénoique (DHA) n'a été détecté dans

aucune souche.

Les souches de M. laminosus ont montré des profils FA intéressants et peut-étre une
nouvelle matiere premiere potentielle prometteuse pour les biocarburants. Les
compositions en AG des cyanobactéries thermophiles étaient relativement différentes de
celles des cyanobactéries communes et d'autres souches de microalgues rapportées dans
des études antérieures telles que les travaux d'Anahas et Muralitharan (2018), Oliveira et
al. (2018), Gayathri et al. (2018) et Lu et al. (2020). M. laminosus montre une excellente
tolérance au a la dessiccation (Miller et al., 2007) et synthétise généralement des AG
monoénoiques 14:0, 14:1, 16:0, 16:1, 16:2, 18:0 et 18:1 ( Murata et al., 1992 ; Los et
Mironov, 2015).

Les souches isolées dans la présente étude avaient une forte proportion d'AGS et
d'’AGMI avec une longueur de chaine moyenne de C14 a C20, qui sont les principaux
constituants du biodiesel, ce qui les rend extrémement précieuses pour la production de
biodiesel (Sadvakasova et al. , 2019 ; Arif et al., 2019) car des proportions plus élevées
d'’AGMI et d'AGS sont favorisées dans les profils pétroliers (Ortiz-Martinez et al., 2019).

69



Résultats et Discussion

Les AGPI détectés dans toutes les souches étaient relativement faibles. De faibles
valeurs d’AGPI suggérent un carburant de haute qualité produit par ces especes (Oliveira et
al., 2018). De plus, la proportion d'AF contenant quatre doubles liaisons ou plus était bien
inférieure a 0,5 % selon les normes biodiesel EN 14214 ; la concentration en AG contenant

quatre doubles liaisons ne doit pas dépasser la limite de 1 % (tableau 2).

Dans tous les profils, le FA principal était I'acide palmitique (16:0), qui est typique de
la plupart des carburants biodiesel de deuxiéme génération et garantit d'excellents
parametres de qualité du biodiesel (Oliveira et al., 2018) et était suivi par l'acide oléique
(18:1n -9). Des valeurs élevées d'acide oléique suggerent de meilleures propriétés pour le
biodiesel algal résultant (Lee et al., 2014) et augmentent les valeurs de stabilité oxydative
du biodiesel pour un meilleur stockage a long terme (Mutanda et al., 2011) (tableau 2). Les
valeurs d'acide a-linolénique (18:3n-3) variaient dans une fourchette étroite de 0,04 % a
0,21 %, ce qui est bien en deca de la limite de 12 % fixée par les normes EN 14214. De
méme, des quantités minimales d'acides gras a longue chaine (> C18) ont été détectées et
étaient inférieures a 0,10 %. Il est bien connu que la teneur en lipides des cellules
cyanobactériennes varie non seulement selon les especes, mais aussi selon les milieux de
croissance et la phase de croissance cellulaire (Cordeiro et al., 2017). La composition
chimique du milieu de culture affecte la quantité de biomasse et sa composition lipidique ;
ainsi, le contr6le de la composition chimique du milieu de culture est essentiel pour
atteindre une production accrue de lipides (Sharafi et al., 2021), et donc le milieu de

culture est essentiel pour une production accrue de lipides.

De plus, la proportion d'AG peut étre modifiée et augmentée en fonction des objectifs
biotechnologiques car les valeurs d'AG dans les algues sont influencées par les variations
des conditions de croissance (Gonzalez-Silvera et al., 2017). La synthése des lipides peut
étre améliorée par la privation de N2, entre autres facteurs de stress (Kumar et al., 2017), et
les températures basses et élevees sont favorisées pour atteindre des niveaux de lipides
élevés en fonction des souches : les taux d'insaturation dans les FA augmentent a basses
températures, principalement les acides linoléique et a-linolénique (Gonzalez-Silvera et al.,
2017 ; Minhas et al., 2016), tandis que ceux des AG saturés totaux augmentent a haute
tempeérature. Le niveau d'instauration a basse température est éleve, principalement en
raison d'une concentration en oxygene dissous plus élevée, permettant aux enzymes

dépendantes de l'oxygeéne, appelées oméga-3 désaturases, d'étre actives (Minhas et al.,
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2016). Par conséquent, les valeurs de FA dans les cyanobactéries peuvent étre modifiées et
améliorées pour atteindre les objectifs biotechnologiques (Cordeiro et al., 2017 ; Sharafi et
al., 2021).

De plus, la biomasse de cyanobactéries est une biomasse alternative appropriée pour la
production d'énergie car elle est renouvelable et neutre en carbone. Par conséquent, un
rendement élevé en biomasse a entrainé une récolte élevée d'acides gras (Fuad Hossain,
2020). Les trois espéces de M. laminosus ont présenté des rendements de biomasse
largement plus hauts que d'autres especes de Mastigocladus rapportées dans des études
précédentes (Rezanka et al., 2012; Smith-Béadorf et al., 2013; Prihantini et al., 2021).

Tableau 7. Composition des acides gras de C. thermophila var. globulina (%).

Acides gras C. thermophila var. globulina
14:0 0.40+0.03
15:0 1.39+0.08
16:0 21.45+0.08
18:0 2.88+0.03
20:0 0.44+0.02
22:0 0.274£0.01
24:0 0.19+0.01
Totale AGS 27.01+0.09
15:1n-5 0.12+0.01
16:1n-9 4,67+0,04
16:1n-7 0.71+0.02
18:1n-9 (oleic) 35.95+0.07
18:1n-7 3.04+0.05
20:1n-9 6.45+0.08
22:1n-9 0.08+0.01
24:1n-9 0.10£0.01
Totale AGMI 51.12+0.12
18:2n-6 (linoleic acid) 14.38+0.03
18:3n-6 (y-linolenic) 0.96+0.02
20:3n-6 0.27+0.00
20:4n-6 (araquidonic) 0.13+0.01
Total n-6 AGPI 15.80+0.09
18:3n-3 (a-linolenic) 4.22+0.07
18:4n-3 1.16+0.02
22:5n-3 0.29+0.01
Totale n-3 AGPI 05.76+0.10
Totale AGPI 21.87+0.05
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6. Proprietés du biodiesel des acides gras de souces de Mastigocladus laminosus

Afin d'avoir des propriétés physique de biodiesel adéquates, les proportions d'AGS et
d’AGMI doivent étre supérieures a I'AGPI. Dans cette etude, onze propriétés différentes du
biodiesel ont été évaluées. Les résultats ont montré que presque tous les paramétres étaient
en accord avec les normes internationales de biodiesel EN 14214 (Europe), ASTM D6751-
02 (US). Les propriétés biodiesel des trois souches de cyanobactéries étudiées sont

présentées dans le tableau 8, comparées a d'autres especes végétales et microalgales.

Les valeurs OS, CN, IV et v sont conformes aux normes internationales requises
recommandées par EN 14214 et ASTM D6751 (Tableau 8) (ASTM 6751, 2012 ; EN
14214, 2012). La selection optimale des espéces de microalgues pour la production
prospective de biodiesel nécessite des spécifications acceptables des EMAG car les

parametres du biodiesel sont principalement influences par le profil FA (Zaki et al., 2021).

Le CN du biodiesel désigne l'intervalle de temps entre injection de carburant et
I’ignition. Les valeurs de CN du biodiesel de cyanobactéries étudiées se situaient dans
I’intervalle autorisé déterminée par les normes de biodiesel US ASTM D6751 (>47) et EN
14214 (>51) (tableau 3). Les valeurs de CN variaient de 65,0 a 65, ce qui est la méme
gamme que Desmonostoc muscorum MBDU 105 (CN = 65) mais étaient plus élevées que
les valeurs présentées par les huiles végétales comme le tournesol et le soja. Nostoc
calcicola MBDU 602 avait une valeur CN plus élevée (CN = 201) (Tableau 8).

Les valeurs de p prédites variaient dans une fourchette étroite de 834 a 802 (kg/m3) ;
les valeurs de p pour les trois souches étaient légerement inférieures aux normes de
biodiesel fixées par la norme EN 14214 (860-900 kg/m ). p est une spécification de
carburant cruciale qui influence les performances du moteur (Arguelles et al., 2018) et les
valeurs SV variaient de 195,8 a 202,2 mg/g. Les valeurs HHV et LCSF sont passées de
36,2 a 37,7 (MJ/kg) et de 6,5 a 7,4 (wt. %), respectivement.

Les valeurs d'OS des souches étudiées étaient significativement supérieures aux limites
fixées par les deux normes biodiesel US ASTM D6751 (=3 h) et EN 14214 (>8 h). Les
valeurs d'OS étaient également beaucoup plus élevées que toutes les valeurs d'OS du
carburant dérivé des cyanobactéries et des plantes citées dans le tableau 3. Des valeurs
élevées de CN et d'OS sont des avantages essentiels pour le stockage du biodiesel pendant

de longues peériodes (Karatay et Donmez, 2011). Les valeurs de v prévues se situaient dans
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les plages de viscosité de 1,9 & 6,0 mm?/sable de 3,5 & 5,0 mm?/s données par les normes
de biodiesel US ASTM D6751 et EN 14214, respectivement; cela peut entrainer une
bonne combustion, des émissions plus faibles et une dilution réduite de I'huile (Knothe
2008; Arguelles et al., 2018).

Les valeurs SV et HHV étaient cohérentes avec les valeurs de microalgues rapportées
dans des études antérieures comme la microalgue verte Scenedesmus abundans (Mandotra
et al., 2014), Nostoc spongiaeforme 417 MBDU 704 et Nostoc punctiforme MBDU 621
(Gayathri et al., 2018) et avec les autres plantes et cyanobactéries citées dans le tableau 3.
Les valeurs d'IV montrent que l'instauration totale dans une combinaison d'acides gras
(Arguelles et al., 2018) était inférieure a la limite maximale fixée par les normes
internationales EN 14214 (< -120gI2 100g—1 gras). Ni les normes américaines ASTM
D6751 ni EN 14214 ne speécifient des valeurs pour les criteres HHV, LCSF, SV et DU
(Tableau 8). Une valeur IV élevée peut entrainer I'apparition et l'accumulation de
glycérides et la précipitation de graisse dans le moteur (Arguelles et al., 2018).

CFPP indique les performances d'écoulement du biodiesel a basse température
(Gayathri et al., 2018). Les valeurs CFPP pour les souches S4BB et S9BB étaient de 5,6 °C
et 6,9 °C, respectivement, légerement supérieures a la limite spécifiée par la norme
Biodiesel EN 14214 (<5/<-20 °C) compte tenu du niveau élevé de SFA. Alors que la
valeur CFPP pour la souche S4B11 a une valeur de 4,2 °C repondant aux valeurs des
normes EN 14214 sur le biodiesel (<5/<—20)). Les valeurs élevees de CFPP sont une
caractéristique de la plupart des carburants produits par les espéces de microalgues.
Cependant, des additifs ou le mélange de biodiesel avec du pétrodiesel peuvent étre utilisés
pour réduire les valeurs CFPP (Knothe, 2008).

Dans I'ensemble, les souches thermophiles de Mastigochladus étudiées avaient de
meilleures propriétés de biodiesel, ou elles se situaient dans la méme gamme que celles
rapportées pour d'autres plantes ou matiéres premieres de cyanobactéries. Les valeurs
obtenues respectaient les propriétés de carburant requises par les normes internationales
sur le biodiesel, ainsi que la dominance des AGS ; ces données associées aux parameétres
évaluent la qualité du biodiesel, la production de la biomasse, sont favorables a la
production de biodiesel de haute qualité (Oliveira et al., 2018). Ces résultats indiquent le
grand potentiel de production de lipides par ces espéces de cyanobactéries thermophiles

algérienne, et avec de futures modifications génétiques et des études expérimentales
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supplémentaires, ces micro-organismes pourraient représenter des substituts potentiels aux

sources actuelles de production de biodiesel.

La sélection de souches appropriées de microalgues qui fonctionnent bien dans les
conditions locales est importante pour établir une production a base d'algues systeme
(Alshareef, 2021). Les efforts de caractérisation des algues provenant d'environnements
uniques devraient se poursuivre a la fois pour des objectifs de conservation de la
biodiversité et de biotechnologie (Hu et al., 2008), en isolant les microalgues a haute
productivité et a composition lipidique intéressante d'habitats spécifiques et extrémes et en
optimisant leurs conditions de croissance pour générer des biomasses elevées pour la
production de biodiesel (Lee et al., 2014 ; Arif et al., 2019) ou d'autres composés
potentiellement intéressants. Ce travail, il s'agit du premier rapport indiquant les propriétés
du carburant biodiesel telles que SV, IV DU, CFPP, LCSF, CP et PP de Mastigocladus

laminosus en conformité avec les normes internationales.

7. Evaluation de P’activité antimicrobienne des extraits de Coelastrella thermophila et

des variétés de Mastigocladus laminosus

Les activités antimicrobiennes des extraits organiques de Coelastrella thermophila et
des variétés de Mastigocladus laminosus isolées des sources thermale algérienne ont été
évalués la méthode de diffusion par disque contre trois bactéries pathogénes
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, et Pseudomonas aeruginosa) et une levure
(Candida albicans). L'étude expérimentale a révélé que les extraits organiques des
microalgues n’ont montré aucune activité remarquable contre les agents pathogénes testés.
Une telle réponse inhabituelle pourrait étre attribuée au masquage d’activité
antimicrobienne par la présence de certains composeés inhibiteurs dans les extraits. En plus
La nature du solvant et la méthode d’extraction influent directement sur la composition des

extraits et par conséquence sur leur activité antimicrobienne (Sastry et Rao., 1994).
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Tableau 8. Propriétés prédites du biodiesel a partir des profils d’AG de Mastigocladus laminosus (Boutarfa et al., 2022).

Espéces des | Spécifications Spécifications | Mastigocladus Mastigocladus Mastigocladus Nostoc Desmonostoc Myxosarcina Soja Tournesol
microalgues de Biodiesel Biodiesel EN laminosus laminosus laminosus calcicola muscorum sp.
ASTM D6751- 14214 S.4.BB S4.B11 S.9BB MBDU 602 MBDU 105 (Jawaharraja
02 Cette étude cette étude Cette étude (Anahas and (Anahas and et al., 2015)
Muralitharan, Muralitharan,
2015) 2015)
Composition en / / AGS 58.070 AGS 55.470 AGS 58.790 AGS 61.78 AGS 66.30 AGS 39 +53 | AGS 16.346 AGS10.14
AG AGMI36.610 | AGMI40.100 | AGMI3L720 | AGMI6.46 AGMI8.25 AGMIGL+5 | AGMI24.918 | AGMI 36.37
AGPI 0.790 | AGPI 0.340 | AGPI 1.760 | AGPI 5.56 AGPI 1362 1 agpl 0 AGPI 58.668 | AGPI 53.33

(Yasar, 2020) (Yasar, 2020)
IV (gl,200g7" / <120 35.146 37.034 32.431 23.73 40.36 56+5 69.82 132.32
fat) Demirbas,2003 Demirbas,2003
CN >47 >51 65.378 65.019 66.873 201.50 65.39 60+0.2 38.1 50

Demirbas,2003 (Yasar, 2020)
OS (hrs) >6 >6 151.868 349.442 69.596 7.09 6.40 / 15 0.9

(Yasar, 2020) (Yasar, 2020)
DU (wt. %) / / 38.190 40.780 35.240 17.59 35.50 61+ 5 142.25 143.02

(Yasar, 2020) (Yasar, 2020)
SV (mg/g) / / 202.252 201.766 195.839 68.04 193.73 210+3 220.78 34.4

Demirbas,2003 Demirbas,2003
v (mm%s) 1.9-6.0 3550 3.628 3.695 3.469 2.15 3.96 -15+0 4.37 4.30

(Yasar, 2020) (Yasar, 2020)
p (g/em’) 0.86-0.90 0.86-0.90 0.830 0.834 0.802 0.88 0.87 11+0 0.882 0.882

(Yasar, 2020) (Yasar, 2020)
LCSF (wt. %) / / 7.036 6.586 7471 58.36 2271 6+1 3.73 3.23

(Yasar, 2020) (Yasar, 2020)
CFPP (°C) / <5/-20 5.628 4.214 6.995 166.89 54.89 2+2 -6 -4

(Yasar, 2020) (Yasar, 2020)
HHV (MJ kg ™) Report Report 37.538 37.751 36.272 40.81 40.88 35+0 39.6 39.6

Demirbas,2003

Demirbas,2003
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Conclusion et perspectives

Les algues microscopiques sont des micro-organismes qui ont des traits morphologiques,
physiologiques et génétiques différents qui conférent la capacité de produire différents
métabolites biologiquement actifs. La biotechnologie des microalgues est devenue un objet
d'étude pour divers domaines, en raison des bioproduits variés qui peuvent étre obtenus a
partir de ces micro-organismes. Les algues microscopiques ont été ces derniére annees le
centre d'une attention croissante dans les domaines des biotechnologies pour une part la
production de biocarburants renouvelables plus propres est du plus grand intérét a base de
lipides et d'acides gras polyinsaturés (AGPI) et d’autres part 1’utilisation thérapeutiques et
nutritionnelles de leurs métabolites y inclus les AG.

Récemment, les algues microscopiques thermophiles ont été exploitées de maniére
lucrative dans divers domaines de recherche et de développement, notamment l'agriculture,
I’industrie pharmaceutique, la bioremédiation et la production de biocarburants. Néanmoins,
d'autres investigations sont nécessaires pour I'amélioration de ces recherches. En utilisant des
nouveaux outils et des techniques de biotechnologie afin d'obtenir des produits de haute

qualité.

L'Algérie compte plus de 240 sources thermales, principalement situé dans la zone nord-
est, avec des caractéristiques physiques et chimiques variables. Le présent travail a été mené
dans le cadre d'une étude de la biodiversité des microalgues thermophiles des sources
thermales algériennes, ou la grande diversité des microalgues reste encore totalement

inexplorée. Nous concentrant sur les futures applications biotechnologiques.

Nous avons pu isoler et identifier 29 espéces des algues microscopiques par microscopie au
niveau du genre voir espece. Quatre isolats de microalgues cultivés ont été sélectionnés pour
une caractérisation et une exploration plus approfondie de leurs potentialités
biotechnologiques. La caractérisation par microscopie et par des tests de biologie moléculaire de
ces isolats nous a permis d’identifiées les quatre espéces de microalgues comme étant : une algue

verte Coelastrella thermophila var. Globulina et trois souches de M. laminosus.

Les résultats de la caracterisation biochimique de profil Id’AG témoignent aussi du
potentiel des quatre especes isolées comme sources d’acides gras d’intérét biotechnologique
particulierement pour les AGPI. L’espece Coelastrella thermophila var. Globulina isolé

contient des AG essentiels a haute valeur commerciale, tels que oméga-3 et omega-6, entre
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autres, et présente un profil d'AG intéressant pour la biotechnologie algale a des températures
plus élevées, notamment en tant que complément alimentaire. Cette algue verte présente
également un profil d'’AG approprié avec des valeurs élevées d'AG saturés et d'/AG mono-
insaturés, et les principaux AG trouvés étaient des AG avec 16 a 20 atomes de carbone, qui
peuvent étre utilisés efficacement comme matiere premiére pour la production de biodiesel.
Notre travail, constitue le premier isolement d’une espéce de genre Coelastrella & partir de

sources thermale dans le monde entier

Les espéces de M. laminosus ont montré une composition d'AG intéressante; pouvant
représenter une source d'AG essentiels d'intérét commercial. Ils présentent un profil AG
adéquat avec une proportion élevée d'AGS et d'AGMI avec des valeurs allant de 55,91 % a
59,37 % et de 38,39 % a 43,54 %, respectivement. Le principal acide gras était l'acide
palmitique (16:0), avec des valeurs comprises entre 51,41 et 53,16 %, aussi les AG détectés se
caractérisent des chaines avec 14 a 20 atomes de carbone ; représentant une excellente matiére
premiere pour la production de biodiesel. Les propriétés calculées du biocarburant basées sur
la composition en acides gras, principalement l'indice d'iode (IV, 35,00 gl2/100g de matiére
grasse), l'indice de saponification (SV, 202,20 mg/g), l'indice de cétane (CN, 65,00) et le
degré d'insaturation (DU, 38,10 wt. %) étaient conformes aux normes internationales ASTM
D6751 (USA) et EN 14214.

La caractérisation des algues provenant d'environnements uniques devraient se poursuivre
pour une part explorer et conserver la biodiversité de ces habitas et d’autre part pour des
objectifs biotechnologiques ; en isolant des microalgues avec haute productivité et une
composition lipidique intéressante des habitats spécifiques extrémes et 1’optimisation de leurs
conditions de croissance pour générer un rendement élevé de la biomasse afin de produire de

biodiesel ou d'autres composés potentiellement intéressants.

Ce travail, de bioprospection des microoalgues des sources thermales constitue une
recherche originale, qui représente le premier rapport révélant la diversité des microalgues
eucaryotes y compris les chlorophycées et les diatomées dans les sources thermales
algériennes. Les résultats obtenus sont prometteurs et encourageants. Des études plus
approfondie sur la biodiversité des sources thermales en Algérie et ailleurs sont fortement
recommandées pour fournir des données permettant de sélectionner des souches de
microalgues ayant une composition biochimique intéressante et des applications

biotechnologiques potentielles.
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Dans des travaux futurs, nous essayerons :

-d’¢étaler le travail pour la caractérisation des espéces isolées et cultivées par les outils de la

biologie moléculaire.

-D’étudier avec plus de précision le profil lipidique des souches isolées;

- L’optimisation du rendement de la biomasse algale et des lipides, par le choix des conditions

de croissance convenable pour chaque souche isolée et cultivée.

-L‘identification des souches potenticllement valorisables dans la production de métabolites

de haute valeur biotechnologiques etc...
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Annexe 1: milieu de culture

Annexes

Tableau 1: Composition chimique de milieu de culture BG-11 riche en extrait de sol

Elément Concentration (mg/l)
NaNO; 150 mg
K,HPO, - 3H,0 4mg
MgSO, - 7H,0 7.5mg
CaCl, - 2H,0 3.6 mg
Citric acid 0.6 mg
Ferric ammonium citrate 0.6 mg
Na,EDTA — Mg 0.1 mg
Na,CO; 2mg
'Cl':ga?e metal mix As + 0.1 mL
Eau distillé 89.9 mL
Extrait du sol > 10 ml
pH 7.4

Add 1.5 g agar to 100 mL of medium to give a solid medium.

Trace metal mix As + Co

Elément Concentration
(mg/l)

H3;BO; 286 mg

MnCl, - 4H,0 181 mg

ZnS0, - 7H,0 22.2 mg

Na,MoQO, - 2H,0 39 mg

CuS0Oy, - 5H,0 7.9 mg

Co(NOs3),-6H,0 4.9 mg

Eau distillé 100 mL

2 Préparation d’extrait du sol

A 1000 ml d'eau distillée, ajouter 200 ml de sol (le sol d'une forét de feuillus non perturbée est

préférable) et chauffer a l'autoclave pendant 1 h a 105°C. Une fois refroidi, chauffé a nouveau

a l'autoclave pendant 1 h a 105 °C. Passer le surnageant a travers un filtre GF/C, puis passer le

filtrat a travers un filtre GF/F. Ajuster a 1000 ml en ajoutant de I'eau distillée. Distribuer 10

ml du filtrat final dans chaque tube a essai et stériliser a I'autoclave pendant 20 min a 121 °C.


https://mcc.nies.go.jp/02medium-e.html#a5_co
https://mcc.nies.go.jp/02medium-e.html#a5_co

Composition de milieu de culture BBM

Tableau 2: Composition chimique du milieu BB (pH = 6.6)

Elément Concentration (g/l)
NaNO3 25
KH,PO4 3 H,0 175
KoHPO, 7.5
MgS04 7 H,0 75
CaCl, 2 H,0 2.5
NaOH 2.5
EDTA 50
KOH 31
FeSO, 7 H,O 4.98
H,SO,4 (Iml)

H3BO;3 11.42 11.42
ZnS04 7 H,0O 8.82
MnCl; 4 H,0 1.44
MoO; 0.71

Annexes
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Abstract: Screening microalgae from extreme environments, including hot springs, is an important
research topic that has lately emerged. A thermophilic green alga was isolated from a north-eastern
Algerian hot spring at a temperature of 63 °C, and its fatty acid (FA) profile was explored. The strain
was cultivated in BBM medium at 35 °C in a 16:8 h light/dark cycle and 75 uM photons m 2 s 1.
The morphological studies combined with phylogenetic analysis revealed that the isolate was Coelas-
trella thermophila var. globulina Q. Wang, H. Song, X. Liu, G. Liu and Z. Hu. The monounsaturated
fatty acid (MUFA) content was 51.12%. The saturated fatty acid (SFA) and polyunsaturated fatty acid
(PUFA) content, respectively, accounted for 27.01% and 21.87%. The main FA was oleic acid (18:1n-9),
whose value was 35.95%, followed in decreasing order by palmitic acid (16:0) with 21.45%, linoleic
acid (18:2n-6) with 14.38% and «-linolenic acid (18:3n-3) with 04.22%. The FA profile exhibited
high total n—6 and n-3 PUFA values (15.80% and 5.76%, respectively). Coelastrella thermophila var.
globulina is particularly interesting for producing n-6 and n-3 PUFA and is likely suitable for other
biotechnological purposes. This is the first time that this taxon has been reported in hot springs.
Other species can be expected to be reported, which emphasises the importance of the biodiversity of
extreme habitats.

Keywords: biotechnology; Coelastrella thermophila var. globulina; fatty acids; green algae; hot springs

1. Introduction

Microalgae are a highly diversified group of photosynthetic microorganisms adapted
to a wide range of ecological habitats. They can utilise solar energy to combine water and
carbon dioxide to generate biomass, which can be used for numerous renewable purposes,
such as the production of biodiesel or biochemical products of pharmaceutical interest [1-4].

Microalgae, including Chlorophyceae, inhabit environments ranging from freshwater
to extreme habitats such as snow, desert sand and hot springs [5-7]. They have recently
been paid increasingly more attention in biotechnology domains for producing lipid-
based biodiesel and polyunsaturated fatty acids (FAs) thanks to their potential therapeutic
and nutritional uses [8-11]. In addition to fats, a variety of valuable molecules, such as
polysaccharides, pigments, antioxidants, antimicrobial, high-value bioactive substances
and other chemical compounds, may also be extracted from them to be used for lots of
commercial applications, including the cosmetics and pharmaceutics industries [3,8,11-22].
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The genus Coelastrella (Chlorophyta, Scenedesmaceae) was reported by Chodat [23].
This genus is described as being unicellular or making few celled aggregates and is remark-
able for its sculptured cell wall with several longitudinal ribs [19,24-26]. It has been reported
from mainly subaerial and terrestrial habitats, and only rarely from freshwater [25,27]. Sev-
eral species of this genus show a high propensity to accumulate carotenoids and FAs,
especially n-6 and n-3 PUFA, and display good resistance to diverse stresses [19-22,25,26].
Some species have also been proposed for applications in bioremediation, nutrient removal
and nanoparticle production [20,28,29].

Nowadays, increasing interest is being shown in hot springs because some authors
have proposed that screening microbial diversity from these habitats may be crucial for
comprehending their role in biogeochemical cycles and to determine their biotechnological
potential [7,30-32]. The thermophilic microalgae that inhabit hot springs are particularly
interesting for biologists as the genetic origin of thermophily is not fully understood [33].
Likewise, isolating indigenous microalgae strains from these extreme habitats is essen-
tial, and several of these species might be more valuable than commercially available
strains [26,34].

Algeria has more than 240 hot springs, mostly across its north-eastern area, with
variable physical and chemical parameters [35]. The present work was conducted as part
of a study to screen thermophilic microalgae from Algerian hot springs, where the high
diversity of microalgae is still unexplored. Thus, we isolated a green alga strain and
determined its FA profile by focusing on future biotechnological applications.

2. Materials and Methods
2.1. Sampling Site and Physico-Chemical Analysis

The Meskhoutine-Guelma spring, located in north-eastern Algeria, was chosen for
this study. The study area is semi-arid with annual precipitation of 546.04 mm. The yearly
average temperature is 17.75 °C, with mean monthly temperatures ranging from 9.72 °C
to 26.76 °C [36]. Algal samples were collected in a small sterile plastic container labelled
with sample collection details, including the date, site name, location code and replicate
number. The samples taken for the analysis were stored in an icebox (4 °C) in the dark.
Measurements of water parameters, including pH, water temperature, conductivity and
dissolved oxygen, were taken in the field with a portable multiparameter probe (HORIBA
W-23 XD). The water samples for the hydro-chemical analysis were collected using 250 mL
polyethylene bottles. The following mineral contents were measured: Mg2+, K*, Na®, CaZ*,
Al~, Li*,NO3~,S042,Cl~, F~ and Br—. Cation species were determined with an Atomic
Absorption Spectroscopy (AAnalyst 600, Shelton, CT, USA). Anion groups were analysed
in an Ion Chromatography autosampler (Dionex As40, Sunnyvale, CA, USA) [37,38].

2.2. Isolation and Enrichment Cultures

The cultivation and isolation of strains were carried out under sterile conditions in
solid BBM (Bold’s basal medium) enriched with soil extract to ensure the growth and
multiplication of the green microalga at 35 °C in a 16:8 h light/dark cycle and 75 uM
photons m~2 s~ 1. After approximately 3 weeks, algal cells were repeatedly streaked and
incubated in identical settings as those mentioned above until the pure isolate was obtained.
Monoclonal cultures were selected to produce enough biomass for lipid extraction purposes.
The strain was incubated inside 250 mL culture flasks containing the same medium with
aeration using an aquarium pump which pumped 1.5 L air per min through a drip set
under the same aforementioned conditions for periods lasting up to 3 weeks. The biomass
was harvested by centrifugation [39] and frozen at —80 °C until analysed. The strain
was deposited in the MAESE culture collection at the University of Murcia (Spain) as
MAESE 20.61.
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2.3. Morphological Identification

The morphological identification of the natural and cultivated materials (designated
as S3A) was performed under a light Olympus (BX50) microscope (400-1000) and pho-
tographed with an Olympus (U-CMAD-2) camera. Algal cells’ size, chloroplast shape,
wall thickness and surface ornamentation, reproduction mode, as well as the presence of
pyrenoids and starch granules, were determined at both the 40x and 100 x magnifications.
Morphotypes were identified down to the species level based on the works conducted by
Chodat [23], John [24], Wang et al. [25] and Goecke et al. [26].

2.4. Molecular Identification and Phylogenetic Analysis

Green alga S3A DNA was extracted from cell pellets” culture material by the Cetyl-
Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) extraction method [40]. PCR amplification was con-
ducted in a 12.5 uL volume, which contained approximately 0.5 uL of template DNA, 2 pM
of each primer, 0.2 mM of ANTP, two units of Tag DNA polymerase, the manufacturer’s
buffer and ddH;O to the final volume, amplified using primer pairs SSU1004/ITS1DR;
55U301/55U1147 and SSU1+S5U568 [41]. PCR reactions were performed in the following
settings: 4 min at 94 °C, 35 cycles of 60 s at 94 °C, 60 s at 50 °C, 90-120 s at 72 °C, and
a final 10 min extension step at 72 °C [39]. The PCR reaction was run on a thermocycler
(Eppendorf Mastercycler Gradient, Hamburg, Germany). The negative control PCR was
also conducted using the same primers, but without a DNA sample.

The resulting DNA sequences were separated by electrophoresis on 1% agarose gel
and examined under ultraviolet light. Following the manufacturer’s protocol, the resulting
products were purified and excised from agarose gel before being cleaned with a PCR
purification kit: GenElute PCR clean-up (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Finally, the
purified amplification products were sequenced at the Genomic Service of the University of
Murcia with the BigDye terminator cycle sequencing reaction (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) using the same PCR primers as those mentioned earlier.

The sequences from our samples were checked against the sequences in the GenBank
database via a BlastN search online and were then aligned with the related sequences
using MUSCLE. The phylogenetic tree was constructed with MEGA (11.0.10) [42] by
neighbour-joining (NJ) based on evolutionary distances [43]. The sequences generated by
this research were submitted to the GenBank nucleotide database from the National Center
for Biotechnology Information (NCBI) with accession number OM831388.

2.5. Lipid Extraction and Fatty Acids Quantification

Lipids were extracted following the technique proposed by Folch et al. [44]. The
conversion of lipids into FA methyl esters (FAMEs) was performed by acid-catalysed
transesterification of total lipids according to the method of Christie [45]. The total lipid
samples were transmethylated overnight in 2 mL of 2% sulphuric acid in methanol (plus
1 mL of toluene to dissolve neutral lipids) at 50 °C. Methyl esters were extracted twice
in 5 mL of hexane-diethyl ether (1:1, v/v) after neutralisation with 2 mL of 2% KHCO;3,
dried under nitrogen and redissolved in 1 mL of iso-hexane. FAMEs were separated and
quantified by gas-liquid chromatography in an SP™ 2560 flexible fused silica capillary
column (length 100 m, internal diameter 0.25 mm, film thickness 0.20 mm SUPELCO) in
a Hewlett-Packard 5890 gas chromatograph. The 140 °C oven temperature was initially
increased at a rate of 3 °C min—! to 230 °C, followed by 2°C min—!, and then to 240 °C to
be held for 12 min. The injector and flame ionisation detector were set at 260 °C. Helium
was used as the carrier gas at a pressure of 300 kPa. Peaks were identified by comparing
their retention times to appropriate FAME standards from the Sigma Chemical Company
(St. Louis, MO, USA). Each component’s data were reported as a percentage of total
content [8,46].
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3. Results
3.1. Physico-Chemical Characteristics of the Algerian Hot Spring

The temperature of the Meskhoutine spring water was 63 °C, with a neutral pH (7.08)
and moderate electrical conductivity (0.23 mS/m) (Table 1). The main anions were C1~
(318 mg/L) and HCO;~ (366 mg/L), while the main cations were Na* (219 mg/L) and Ca*
(220 mg/L) (Table 1).

Table 1. Physico-chemical characterisation of the water from the Algerian hot spring.

Meskhoutine Hot Spring Meskhoutine
Locality Guelma
oneln/!
Coordinates 350 2346, (()),, IIE\T
Temperature °C 63.00
pH 7.08
Conductivity mS/m 0.23
Dissolved oxygen mg/L 0.63
Ca’" mg/L 220.00
Mg?* mg/L 33.56
Na* mg/L 219.00
K*mg/L 25.00
HCO3;™ mg/L 366.00
F~ mg/L 2.70
Cl” mg/L 318.00
Br, mg/L 217
SO42~ mg/L 367.00
NO3;™ mg/L 0.36
SiO, mg/L 54.90
Li* mg/L 1.16
Femg/L 0.13

3.2. Species Description

Based on the morphological features, isolate S3A was preliminarily identified as
Coelastrella sp., characterised as unicellular and occasionally forming aggregates with
vegetative cells spherical to subspherical, from 5.4-9 um in diameter, including a sole
parietal and cup-shaped chloroplast that often rapidly changes shape and fragments into
blades as cells age. Before cell division, mature cells are almost spherical and measure
(8.5) 9.7-14 (18.5) um in diameter with conspicuous thickenings on cell walls. A distinct
pyrenoid was clearly observed in vegetative cells and autospores. The longitudinal ribs
on the cell wall of living cells are almost invisible in light microscopy. Reproduction was
performed exclusively by autospores (4-16 elongated autospores in the sporangium cell).
Aged cells frequently change colour to become brick-red/orange (Figure 1).

3.3. Phylogenetic Identification

A phylogenetic analysis based on the 185 rRNA gene sequence and a comparison to
similar strains in the GenBank database indicated that the strain had a high similarity with
other strain sequences of Coelastrella (Scenedesmaceae, Chlorophyceae) (Figure 2). The 185
rDNA phylogeny included 24 taxa. The phylogenetic tree showed a well-supported clade
of Coelastrella which contained the genera Coelastrella and Asterarcys (Figure 2). Coelastrella
S3A formed a sister group with Coelastrella thermophila var. globulina, as recently described
by Wang et al. [25], and the branch have high support values (Figure 2).
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Figure 1. Coelastrella thermophila var. globulina in cultures: (A). Cells in various growth stages: a
single arrow denotes pyrenoid and a double arrow indicates a big lipid droplet. (B). Mature cells and
autospores: an arrow depicts cell wall remnants. (C). Autospores and mature cells. The scale in A
represents 10 um, with 50 pm in (B,C).

KCB861673 Coelastrelia multistriata var. grandicosta
JX513882 Coelastrella terresins
AB037082 Coelastrella multistriata var. corcontica
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JX513879 Coelastrella aeroterrestnca

M
KM020088 Coelastrella oocystiformis
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@
6‘ = - .
_,,: MH176105 Coelastrela cocystiormis
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Figure 2. Phylogenetic tree of the studied Coelastrella sp. S3A strain reconstructed using a dataset
of 25 185 rDNAs deriving from the genus Coelastrella and its relative species in Chlorophyceae. The
bootstrap support percentages are shown near the corresponding nodes; the names of species and

the strain, as well as the GenBank accession numbers, are shown.
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3.4. Fatty Acid Composition

The FA contents of the Coelastrella thermophila var. globulina strain are found in Table 2
compared to other published Coelastrella strains. The FA profile in our isolate consisted of a
high proportion of monounsaturated fatty acids (MUFA) (51.12% =+ 0.12), 27.01% =+ 0.09
of saturated fatty acids (SFA) and 21.87% = 0.05 of polyunsaturated fatty acids (PUFA)
(Table 2). Overall palmitic acid (16:0) was the predominant SFA (21.45% =+ 0.08), oleic acid
(18:1n—9) was the most prevalent MUFA (35.95% =+ 0.07) and linoleic acid (18:2n—6) was
the most abundant PUFA (14.38% = 0.03). Another PUFA of interest to show a relatively
high proportion of the total was «-linolenic acid (18:3n—3) (04.22% = 0.07), while 20:4n—6
(araquidonic acid, ARA) and 18:3n—6 (y-linolenic acid, GLA) had only 0.13% and 0.96%,
respectively. Eicosapentanoic acid (20:5n—3, EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) were
not detected (Table 2).

Table 2. Fatty acid contents of Coelastrella thermophila var. globulina strain S3A and comparison to
other published Coelastrella strains (% wt).

Coelastrella

E . thermophila Coelastrella Coelastrella Coela_zstr.ella Coelastrella Coelastrella Co_elustrellu Coclastrella Coelastrella
atty Acids multistriata striolata var. Rubescens
var. sp. L3 sp. F50 MZ—Ch23 sp. FGS-001 sp. F169 multistriata V195 sp. BGV
globulina
This study [10] [16] [19] [26] [47] [20] [21] [22]
14:0 0.40 2.46 - 0.25 - 0.35 - - 2.60
15:0 1.39 0.60 - - 0.15 - - - -
16:0 21.45 35.98 22.23 18.61 17.70 19.88 17.90 20.05 20.30
18:0 2.88 14.54 3.55 1.49 0.24 3.85 1.30 0.80 -
20:0 0.44 1.26 047 - - 0.87 - - -
22:0 0.27 3.80 - 0.27 - 0.87 - - -
24:0 0.19
Total SFA 27.01 62.97 26.25 21.16 18.68 34.00 18.90 22.00 22.90
15:In—-5 0.12 - - - - - - - -
16:1n—9 4.67 - - - - - - - -
16:1n—7 0.71 2.64 3.34 1.63 11.18 2.70 1.00 1.00 -
18:In—9 35.95 19.53 36.47 8.05 22.60 31.43 13.10 6.80 26.00
18:In—7 3.04 - 1.53 2.63 - - 2.20 - -
20:1n—-9 6.45 1.21 0.43 - 0.21 - - - -
22:1n—9 0.08
24:1n—9 0.10
Total MUFA 51.12 24.52 4147 12.04 35.43 37.00 15.30 11.60 26.00
18:2n—6 14.38 6.24 13.57 7.32 712 14.99 22.70 20.80 15.60
18:3n—6 0.96 0.32 1.07 - 0.89 - - - -
20:3n—6 0.27 - - - - - - - -
20:4n—6 0.13 - - - - - - - -
Totaln—6
PUFA 15.80
18:3n—3 4.22 3.82 8.63 38.12 32.40 6.92 28.30 30.40 35.50
18:4n—3 1.16 - 1.33 - - - - - -
22:5n—3 0.29 - - - - - - - -
Totaln—3
PUFA 5.76
Total PUFA 21.87 10.38 30.87 66.80 42.71 27.00 51.00 61.20 51.10

4. Discussion

The temperature of the Meskhoutine-Guelma spring water is high (63 °C) with a
chemical composition that is characteristic of the so-called mineral springs [48]. This spring
has been used for therapeutic and bathing purposes because its water is not suitable as
drinking water or for agriculture activities [35,49]. The eukaryotic thermophilic organisms
growing in these hot springs have been poorly studied but may provide new and interesting
chemical compounds to be biotechnologically obtained, and to enhance the value of these
habitats in conservation [50].

The green microalga isolated from submerged stones morphologically fitted Coelastrella
thermophila var. globulina, which has been recently described by Wang et al. [25]; 185 rDNA
sequencing and the BLAST analysis confirmed its identification. Coelastrella S3A was
clustered together with Coelastrella thermophila var. globulina, with good support, and this
clade was consistent with the morphological data. There was a 100% similarity between the
Coelastrella S3A sequence and the sequences of the material of Coelastrella thermophila var.
gobulina uploaded to GeneBank by Wang et al. [25]. However, this genus has a complicated
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taxonomic history, which has been revised a number of times on the basis of morphological
or molecular data [25].

The taxon has been previously reported from wet concrete floors or stones submerged
in rivers. Algal cells are initially dark green but become brick-red or orange as they age,
which indicates increased carotenoids synthesis [20,26,51]. Changes in chloroplast shape
as cells age have also been reported in other Coelastrella strains [19,25]. To the best of our
knowledge, neither Coelastrella nor any species or variety has been reported previously
from hot springs in Algeria or elsewhere.

The ability of algae to accumulate large amounts of FAs compared to other organisms
is one of the qualities that allow them to live in extreme environments [48]. The isolated
strain had a remarkable FA profile and could be a promising candidate for biotechnolog-
ical purposes [20,21] because it presents a high proportion of oleic acid and a relatively
high percentage of PUFA (Table 2). Comparable FA percentages have been reported in
thermotolerant strain Coelastrella sp. F50 with 26.25% of SFA and 41.47% of MUFA [16], and
thermotolerant strain Coelastrella sp. FI69 with 27% of SFA, and a high value for MUFA [47].
They differed from other Coelastrella strains, such as freshwater Coelastrella sp. L3 with a
high SFA value (62.97%) [10], and also Coelastrella multistriata [19] and terrestrial Coelastrella
sp. FGS-001 [26], both of which contained a high proportion of PUFA (66.80% and 42.71%,
respectively) (Table 2). However, Coelastrella S3A was able to generate valuable FA levels
at a relatively high temperature (35 °C) under laboratory conditions compared to other
Coelastrella strains, which were cultivated at relatively lower temperatures. All this makes
this microalga an attractive option for FA production for biotechnological purposes [16,20].
The FA profile of the studied strain presented an average chain length that varied from C14
to C20, which is typical of microalgae (Table 2) [52]. It is usually contained in suitable feed-
stock for biodiesel production and guarantees high-quality biodiesel parameters [53,54].
The biodiesel generated from SFA and MUFA with a short-carbon chain are of higher
quality. The studied strain exhibited relatively high proportions of SFA and MUFA, which
qualifies it as a candidate for providing raw materials also for biodiesel production [48].

The main SFA was palmitic acid, the principal MUFA was oleic acid, while linoleic
acid (LA) and o-linolenic acid (ALA) acids were dominant in PUFA (Table 2). Our findings
are consistent with those reported for other Coelastrella strains (Table 2) [16,20-22,26,47].
The differences in FA composition of our strain under differing incubation conditions may
promote the synthesis of one type or another and merit further studies.

Our Coelastrella thermophila var. globulina strain presented high contents of total n-6
and n-3 PUFA (Table 2), which is characteristic of Coelastrella strains [19]. The FAs from
the n-6 and n-3 series are an essential complement in human and animal diets [8,52,55,56].
LA was also present and predominated in n-6 PUFA, while ALA was prominent in n-3
PUFA (Table 2). Therefore, the high linoleic and «-linolenic FA contents in our strain makes
biomass a valuable nutritional supplement source and a prospective food additive for
animals, where ALA and/or LA could meet essential FA requirements (Table 2) [22].

Although the percentages of GLA (18:3n-6, GLA) (0.96%) and stearidonic acid (18:4n.3,
SA) (1.16%) were not high, the presence of these two FAs is interesting because they can
metabolically promote ARA and EPA production in human cells, which are essential [52,57].
Likewise, the production of 0.96% GLA by the studied strain seemed relatively higher
than the values recorded in other Coelastrella strains (Table 2) [10,16,19,26,47] and other
thermophilic green microalgae [52]. Coelastrella S3A, isolated from an Algerian hot spring at
a high temperature (63 °C), demonstrated the ability to grow in culture at a lower tempera-
ture (35 °C) than in its natural habitat. This thermal flexibility is important in investigative
procedures because it enables not only research into the variability of FA content due to
environmental factors, but also into the dynamic exploitation of this constituent [58].

5. Conclusions

The morphological features of the studied strain match those of the genus Coelastrella
defined by Chodat in 1922, and the strain established a sister cluster with the newly defined
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C. thermophila var. globulina Q. Wang, H. Song, X. Liu, G. Liu and Z. Hu. The Coelastrella S3A
strain contains essential FAs of high commercial value, such as n-3 and n-6, among others,
and presents an interesting FA profile for algal biotechnology at higher temperatures,
particularly as a dietary supplement. This green alga also exhibits a suitable FA profile
with high SFA and MUFA values, and the main FAs found were C16-C20, which can be
used effectively as raw material for biodiesel production. More biodiversity studies at hot
springs in Algeria and elsewhere are highly recommended for providing data to select
microalgal strains with an interesting chemical composition. This is the first report of a
Coelastrella strain from hot springs worldwide.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Cyanobacterial lipids are considered the feedstock of future sustainable biodiesel production,
Biofuel and extremophiles are usually preferred for biotechnological purposes to ease the cultivation
Cyanobacteria problems. However, thermal springs have been scarcely investigated from a biotechnological

Fatty acids
Hot springs
Nostocales

perspective. Three strains of Mastigocladus laminosus Cohn ex Kichner were isolated from hot
springs in Algeria, and their fatty acid profiles were studied. The content of saturated fatty acids
ranged from 55.91% to 59.37%, while monounsaturated fatty acids and polyunsaturated fatty
acids ranged from 38.39% to 43.54% and 0.57%-2.25%, respectively. The main fatty acid was
palmitic acid (16:0), with values within the 51.41-53.16% range, followed by oleic acid (18:1n-
9) with 24.47-36.60%, and minimal quantities of a-linolenic acid (18:3n-3, below 1%) and long-
chain fatty acids (> C18, below 0.5%). The potential biodiesel fuel properties matched the Euro-
pean biodiesel standards EN 14214 (European Norms) and the American standard ASTM D6751
(American Society for Testing and Materials), and were relatively better than other studied
cyanobacteria and vegetable oils. The presented data show the interest of Mastigocladus and
probably other thermophilic strains in different biotechnology fields, especially biofuel produc-
tion.

1. Introduction

The development of cleaner renewable biofuel technologies is of the greatest interest regarding global warming and the scarcity of
energy natural resources (Mondal et al., 2019). Biodiesel has lately received more attention because it is eco-friendly, renewable,
non-toxic, and emits fewer gaseous pollutants than conventional fuels (Mostafa and El-Gendy, 2017; Ogunkunle and Ahmed, 2021).

Microalgae are an important alternative source for conventional raw materials thanks to their carbon neutrality, lower hydrocar-
bon and sulphur emissions, and longer engine lifetime (Mondal et al., 2019; Nagappan et al., 2020). Microalgae with high lipid con-
tent, fast growth rate, and extremophile nature may be excellent candidates for biofuel generation (Nagappan et al., 2020).

Cyanobacteria (blue-green algae) are considered a valuable natural source of bioactive compounds and diverse types of metabo-
lites exhibiting anti-cancer, anti-viral, antibacterial, antifungal, and anti-inflammatory activities (Zaki et al., 2021; Righini et al.,
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2022). Moreover, their high lipid production, high cell growth, and adaptability to culture conditions make them ideal lipid sources
for biofuel production ((Oliveira et al., 2018; Singh et al., 2019).

Cyanobacteria can generate higher proportion of lipids than plants. Likewise various cyanobacteria can accumulate significant
quantities of triacylglyceride (TAG) as a reserve lipid in suitable culturing conditions (ranging from 20 to 50 percent of dry cell
weight) (Kumar et al., 2017). Nevertheless, most studies have concentrated on biodiesel production from vegetable oil, mainly palm
oil, sunflower oil, sugarcane oil, soybean oil, and other higher plants (Fuad Hossain et al., 2020).

Cyanobacteria live and can adapt to grow in a wide range of extreme environments, including highly saline waters, substrates
highly contaminated with metals, deserts, and hot springs (Nandagopal et al., 2021). Hot springs constitute a reservoir of a wide
range of microorganisms, most of which are cyanobacteria, synthesizing interesting, and sometimes exclusive, biotechnological prod-
ucts with unique biochemical pathways (Jones and Renaut, 2011; Lukavsky et al., 2011). Extremophile organisms have been poorly
studied, and therefore, isolating and screening microalgae/cyanobacteria from these under-explored habitats may offer new insights
for research and for selecting new strains with high potential for biofuel production, which is not usually the case for other existing
biodiesel feedstocks (Mata et al., 2010; Olguin, 2012).

Of all cyanobacteria, the filamentous heterocystous species are very interesting for the production of biomass and chemicals as
they can utilise atmospheric nitrogen as the exclusive nitrogen resource, and their filamentous nature offers an advantage for harvest-
ing processes (Anahas and Muralitharan, 2015). Thermophilic filamentous cyanobacteria species modulate their membrane fluidity
by inhibiting 16:0 fatty acid (FA) elongations and by increasing monoenoic 16:1 FA production (Los and Mironov, 2015). Cyanobac-
teria can produce FA with chains longer than 18 carbon atoms, which are present in a small proportion. Vargas et al. (1998) consider
that this capacity is not a common characteristic of cyanobacteria.

True-branching filamentous and heterocystous Mastigocladus laminosus Cohn ex Kirchner is a good example of an extremophile: it
was originally isolated from hot springs and dominates thermal microbial mats in near-neutral pH waters (Kastovsky and Johansen,
2008) with a worldwide distribution (Castenholz, 1976; McGregor and Rasmussen, 2008). M. laminosus shows excellent freezing and
desiccation tolerance (Castenholz, 1996) and usually synthesises monoenoic FA 14:0, 14:1, 16:0, 16:1, 16:2, 18:0 and 18:1 (Murata et
al., 1992; Los and Mironov, 2015).

The FA profile significantly influences the physical and chemical properties of biofuels. Thus, microalgal biodiesel requires certain
physical and chemical specifications set by different international standards, such as US ASTM D 6751 Biodiesel Standard in the USA
(American Society for Testing and Materials) and EN 14214 Standard in Europe (European Norms) (Prabhu et al., 2019; Uma et al.,
2020).

In Algeria, there are more than 240 hot springs with temperatures ranging from 22 °C to 98 °C and located in different areas,
mainly in the north-eastern region (Benamara et al., 2017), with different chemical compositions (Foued et al., 2017). The diversity
of Algerian thermophilic cyanobacteria has been rarely studied (Amarouche-Yala et al., 2014), and their biotechnological potential
remains unexplored. Therefore, this study aims to determine the biotechnological potential for biodiesel production of Mastigocladus
laminosus isolated from two Algerian hot springs.

2. Material and methods

2.1. Sampling sites and physical-chemical analysis

Two hot springs from north-eastern Algeria with differing ecological features were chosen for this study: the Essalihin spring-
Khenchela and the Ouled Ali spring-Guelma (Table 1). Samples were collected from each locality between February and March 2019.
Cyanobacteria mat samples were collected in sterile small plastic containers labelled with site name, location code, date, and repli-
cate number. Samples were transported to the laboratory under cold (4 °C) and dark conditions.

Standard physical parameters, including pH, water temperature, dissolved oxygen, and conductivity DO, were measured in the
field by a multiparameter probe HORIBA W-23 XD. The water samples for the chemical analysis were collected using 250 mL polyeth-
ylene bottles. Mg2*, Na*+, K *, Ca?*, HCO~3, Cl~, SO42~, NO~3, SiO, Br, Li* and F- contents were measured with an Atomic Absorp-
tion Spectroscopy (AAnalyst 600, Shelton USA) for anions and an Ion Chromatography autosampler (Dionex As40, California USA)
for cations, with a precision better than 5%.

2.2. Isolation and enrichment cultures

The isolation of strains was carried out in solid culture media (BG-11 and BBM enriched with soil extract). After 4-8 weeks, the
microcolonies grown on a solid medium were streaked on new plates. This process was repeated several times until monoclonal
colonies were obtained. All the strains were deposited in the Microalgae edaphic from South-East Spain culture collection (MAESE)
located in Murcia University (Spain). Cultures were maintained in a culture chamber (Panasonic MLR-352-PE) at 35 °C, and the light
was provided by fluorescent tubes (Panasonic FL 40SS ENW/37 of cool daylight) 16: 8 h light/dark and a light intensity of 75 pM
photons m~2 s~1. The three strains designated as S4BB, S4B11 and S9BB selected to produce enough biomass for lipid extractions were
cultivated in 500 mL flasks with liquid medium and aeration and were incubated under the previously indicated conditions for peri-
ods of up to 3 weeks. Three replicates were incubated for each strain. Biomass was harvested by sieving via microfiltration using a
40 pm cell strainer (Verma et al., 2010). Biomass production of 9.39, 18.36, and 12.68 g/1 was obtained for the strains S4BB, S4B11,
and S9BB, respectively. The obtained biomass was frozen and maintained at —80 °C until analysis.



S. Boutarfa et al. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology 42 (2022) 102373

Table 1
Physical and chemical characterisation of water from the studied Algerian hot springs.

Hot springs Ouled Ali Essalihin

Locality Guelma Khenchela

Altitude (masl) 1079 416

Coordinates 35°26 '20.12 "N 36°34'28.63"'N
7°0508.46" E 7°22'49.74"E

Temperature ("C) 55.0 57.0

pH 7.0 6.8

Conductivity (mS/m) 2.2 3.7

Dissolved oxygen (mg/1) 16.2 5.3

Ca?* (mg/1) 294.1 199.4

Mg?+(mg/1) 41.0 22.7

Na* (mg/1) 69.0 601.2

K+ (mg/1) 7.0 18.0

HCO-3 (mg/1) 255.0 295.3

F~ (mg/1) 2.2 0.4

Cl~ (mg/D) 191.2 692.5

S04~ (mg/1) 290.1 254.0

NO-3 (mg/1) 0.2 3.9

SiO, (mg/1) 50.4 43. 4

Li* (mg/1) 0.1 0.5

Br- (mg/1) 1.2 0.4

2.3. Morphological study and taxonomic identification

The taxonomic identification of field and cultivated cyanobacteria was based on morphological characters observed under a light
Olympus (BX50) microscope and photographed with an Olympus U-CMAD-2 camera. The filament morphology and diameter, shape
and size of vegetative cells and heterocysts, the position of heterocysts, the appearance of the sheaths, and the presence of hormogo-
nia and akinetes were all recorded. Measurements were performed at different magnifications (40x and 100x). Approximately 50
measurements were recorded for each of the relevant morphological characters. Morphotypes were identified to the species level fol-
lowing the taxonomy of Komarek (2013) and the review of Kastovsky and Johansen (2008).

2.4. Lipid extraction and fatty acids (FA) quantification

Lipids were extracted according to Folch et al. (1957). Briefly, samples were homogenized in 20 mL of chloroform/methanol (2:1
v/v) in a tissue disrupter (IKA ULTRA-TURRAX T 25 digital; IKA-WERKE, Staufen, Germany). Non-lipid impurities were removed by
washing with 0.88% KCl. Lipid weight was determined gravimetrically after evaporating the solvent under a stream of nitrogen. FA
methyl esters (FAMEs) were prepared by acid-catalysed transesterification of total lipids according to the method of Christie (2003).
The total lipid samples were trans-methylated overnight in 2 ml of 2% sulphuric acid in methanol (plus 1 ml of toluene to dissolve
neutral lipids) at 50 °C. Methyl esters were extracted twice in 5 ml of hexane-diethyl ether (1:1, v/v) after neutralisation with 2 ml of
2% KHCOs;, dried under nitrogen and redissolved in 1 ml of iso-hexane. FAMEs were separated and quantified by gas-liquid chro-
matography in an SP™ 2560 flexible fused silica capillary column (length 100 m, internal diameter 0.25 mm, film thickness 0.20 mm
SUPELCO) in a Hewlett-Packard 5890 gas chromatograph. The 140 °C oven temperature was initially increased at a rate of 3 °C min-
1 to 230 °C, followed by 2 °C min-1, and then to 240 °C to be held for 12 min. The injector and flame ionisation detector were set at
260 °C. Helium was used as the carrier gas at a pressure of 300 kPa. Peaks were identified by comparing their retention times to ap-
propriate FAME standards from Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA). The data for individual components was expressed
as a percentage of total content.

2.5. Predicting biodiesel properties according to the FA profile

Biodiesel properties, including oxidative stability (OS), iodine value (IV), density (p), saponification value (SV), degree of unsatu-
ration (DU), cetane number (CN), kinematic viscosity (v), and high heating value (HHV), saturated fatty acid (SFA) levels, monoun-
saturated fatty acid (MUFA) levels, polyunsaturated fatty acid (PUFA) levels, cold flow properties in the form of cloud point (CP),
pour point (PP) filter, plugging point (CFPP), and long-chain saturation factor (LCSF) were estimated by the Biodiesel Analyzer® soft-
ware, ver. 2.2 (available at “http://www.brteam.ir/biodieselanalyzer”) based on the FA measured in each strain (Talebi et al., 2014).
Biofuel properties originating from the cyanobacteria strains were compared to international biodiesel standards to evaluate their
quality. Biodiesel fuel qualifications were given by biodiesel standards US ASTM D6751 for the USA and EN 14214 for Europe (ASTM
6751, 2012; EN 14214, 2012).
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3. Results and discussion

3.1. Physical and chemical characteristics of the water from the studied hot springs

The temperature of the two thermal springs was 57 °C at the Essalihin spring-Khenchela and 55 °C at the Ouled Ali spring-Guelma.
pH values varied from 6.8 (Essalihin spring) to 7.0 (Ouled Ali spring), with electrical conductivities indicating saline water (2.22 and
3.74 mS/m at the Ouled Ali spring and the Essalihin spring, respectively). The studied hot springs can be considered hyperthermal
and highly mineralized (Saibi, 2009).

At the Essalihin spring, the main anions were Cl- and HCO—3, while the main cations were Na* and Ca*. The main anions for the
Ouled Ali spring were HCO~5 and SO42-, whereas Ca* and Na* were the dominant cations (Table 1). The proportion of the major an-
ions and cations was related to the lithological nature of the collection sites, corresponding to various geological complex systems
(Chenaker et al., 2018). The Essalhine spring waters correspond to sodium-chloride type from Triassic evaporates (Berkani and
Houha, 2017), while the Ouled Ali springs present chloride calcic facies (Chenaker et al., 2018).

3.2. Morphological variation of Mastigocladus laminosus

Three strains of M. laminosus were isolated and cultivated: designated as S4BB and S4B11 from the Ouled Ali spring and S9BB
from the Essalihine spring. The three strains perfectly match the description of M. laminosus (Fig. 1, Table S1) (Komarek, 2013).

Based on a combination of morphology and ecology, the three strains were identified as thermophilic strain M. laminosus
(Komarek, 2013; Kastovsky and Johansen, 2008). The morphological differences observed among the three isolated strains were
probably related to differences in the chemical characteristics of the hot springs and culture media composition (Castenholz, 1976).
M. laminosus was isolated in this study at temperatures of 55 °C and 57 °C, as referred to in previous records of Miller et al. (2006),
Finsinger et al. (2008), Komarek (2013) and Alcaman et al. (2015).

3.3. FA composition

The FA composition in the three strains was equivalent, and no significant variations were detected (Table 2). The SFA content
ranged from 55.91% to 59.37%, with MUFA from 38.39% to 43.54%, and the PUFA content ranged from 0.57% to 2.25% (Table 2).
The FA profile of the three strains was dominated by 16:0 and 18:1n-9, found at high values ranging from 51.41 to 53.16% and

Fig. 1. Morphological variability of Mastigocladus laminosus strains. A. Profuse branching of main filament. B. Main filament with two cell rows. C. Y-branching
shape. D. Growing branches and a terminal heterocyte. E. T-branching. F. Hormogonium with a terminal heterocyte. Heterocytes are indicated by an arrow. Scale
bar = 10 pm.
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Fatty acid contents of Mastigocladus laminosus strains (% wt). Values are the mean =+ standard deviations (nd = not detected).

Fatty acids S4BB S4B11 S9BB

10:0 0.12 + 0.07 0.03 + 0.03 nd

12:0 nd nd nd

14:0 1.17 = 0.09 0.99 + 0.12 1.38 = 0.18
15:0 0.18 + 0.03 0.15 + 0.03 0.30 + 0.13
16:0 53.16 + 0.03 51.41 + 0.26 52.71 * 2.46
18:0 3.44 + 0.64 2.98 + 0.26 4.40 + 0.42
20:0 0.13 + 0.02 0.18 + 0.04 0.19 + 0.01
22:0 0.16 + 0.05 0.17 + 0.00 0.26 + 0.01
24:0 0.06 + 0.01 nd 0.12 + 0.00
Total SFA 58.42 + 1.09 55.91 + 0.16 59.37 = 1.74
14:1n-5 0.04 = 0.00 nd nd

15:1n-5 nd nd nd

16:1n-7 7.11 + 0.37 3.46 + 0.18 7.25 + 0.78
18:1n-9 29.46 + 0.49 36.60 + 1.33 24.47 + 1.42
18:1n-7 4.14 * 0.46 3.44 + 0.77 6.66 + 2.00
20:1n-9 0.04 + 0.00 0.04 + 0.00 nd

22:1n-9 nd nd nd

24:1n-9 nd nd nd

Total MUFA 40.78 = 1.11 43.54 = 0.38 38.39 *+ 1.36
18:2n-6 0.69 + 0.07 0.32 + 0.05 1.76 + 0.28
18:3n-6 0.10 + 0.01 0.02 + 0.02 nd

20:2n-6 nd nd nd

20:3n-6 nd nd 0.18 + 0.04
20:4n-6 0.02 + 0.01 0.10 + 0.10 nd

22:2n-6 nd nd nd

22:4n-6 nd nd nd

Total n-6 PUFA 0.81 + 0.06 0.44 + 0.13 1.93 = 0.32
18:3n-3 0.05 + 0.01 0.04 + 0.01 0.21 + 0.05
18:4n-3 nd nd nd

20:3n-3 nd 0.04 + 0.04 nd

20:5n-3 0.07 + 0.02 0.06 + 0.01 0.10 + 0.00
22:5n-3 nd nd nd

22:6n-3 nd nd nd

Total n-3 PUFA 0.11 + 0.02 0.13 + 0.06 0.31 + 0.05+
18:1 trans 9 nd nd nd

18:2 trans 9-12 nd nd nd

Total nd nd nd

Total PUFA 0.92 + 0.08 0.57 + 0.19 2.25 + 0.37
n-3/n-6 0.13 + 0.01 0.30 + 0.04 0.16 + 0.00
ARA/EPA 0.63 = 0.27 1.61 = 1.61 0.00 + 0.00

24.47%-36.60%, respectively, and by moderately high values of 18:0 and 18:1n-7 ranging from 2.98% to 4.40% and from 3.44% to
6.66%, respectively. The values of PUFA like 20:5n-3 (EPA) were relatively low, from 0.06% to 0.10% (Table 2).

In all cases, palmitic (16:0) was the predominant SFA. Oleic (18:1n-9) was the predominant MUFA, and linoleic (18:2n-6) was the
most abundant PUFA (0.32-1.76%). Linoleic and arachidonic (ARA, 20:4n-6), with values always lower than 0.10%, were present in
all the strains and predominated among n-6, while o-linolenic (ALA, 18:3n-3) and eicosapentaenoic (EPA, 20:5n-3) acids were pre-
dominant among n-3 (values were ranging from 0.04 to 0.21% and from 0.06 to 0.10%, respectively) (Table 2). Docosahexaenoic
acid (DHA) was not detected in any strain.

Strains of M. laminosus showed interesting FA profiles and maybe a promising new potential feedstock for biofuels. The FA compo-
sitions in thermophilic cyanobacteria were relatively different from those in common cyanobacteria and other microalgae strains re-
ported in previous studies such as the works of Anahas and Muralitharan (2018), Oliveira et al. (2018), Gayathri et al. (2018) and Lu
et al. (2020). The strains isolated in the present study had a high proportion of SFA and MUFA with an average chain length of C14 to
C20, which are the major constituents of biodiesel, this makes them extremely valuable for biodiesel production (Sadvakasova et al.,
2019; Arif et al., 2019) because higher proportions of MUFA and SFA are favoured in oil profiles (Ortiz-Martinez et al., 2019).

The PUFA detected in all the strains were relatively low. Low PUFA values suggest high-quality fuel produced by these species
(Oliveira et al., 2018). Furthermore, the proportion of FA containing four double bonds, or more was well below 0.5% according to
biodiesel standards EN 14214; the concentration of FA containing four double bonds must not exceed the 1% limit (Table 2).

In all profiles, the main FA was palmitic acid (16:0), which is typical in most second-generation biodiesel fuels and guarantees ex-
cellent biodiesel quality parameters (Oliveira et al., 2018) and was followed by oleic acid (18:1n-9). High oleic acid values suggest
better properties for the resulting algal biodiesel (Lee et al., 2014) and increase the biodiesel oxidative stability values for better long-
term storage (Mutanda et al., 2011) (Table 2). The o-linolenic acid values (18:3n-3) varied within a narrow range from 0.04% to
0.21%, which is well below the 12% limit set by the EN 14214 standards. Likewise, minimal amounts of long-chain fatty acids (>
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C18) were detected and were below 0.10%. It is well known that the lipid content of cyanobacterial cells varies not only by species,
but also by growing settings and cell growth phase (Cordeiro et al., 2017). The chemical composition of the culture medium affects
the amount of biomass and its lipid composition; thus, the control of the chemical composition of the culture medium is essential to
attain increased lipid production (Sharafi et al., 2021), and therefore the culture medium is essential for increased lipid production.

Moreover, the proportion of FA can be modified and enhanced according to biotechnological aims because FA values in algae are
influenced by variations in growth conditions (Gonzalez-Silvera et al., 2017). Lipid synthesis can be improved by N, starvation,
among other stress factors (Kumar et al., 2017), and both low and high temperatures are favoured to achieve elevated lipid levels de-
pending on the strains: the unsaturation rates in FA increase at low temperatures, mainly linoleic and o-linolenic acids (Gonzalez-
Silvera et al., 2017; Minhas et al., 2016), while those of total saturated FA rise at high temperatures. The unsaturation level at low
temperatures is high, mainly due to a higher dissolved oxygen concentration, allowing oxygen-dependent enzymes, known as omega-
3 desaturases, to be active (Minhas et al., 2016). Hence, FA values in cyanobacteria can be changed and enhanced to meet biotechno-
logical goals (Cordeiro et al., 2017; Sharafi et al., 2021).

Furthermore, cyanobacteria biomass is a suitable alternative biomass for energy production since it is renewable and carbon neu-
tral. Hence, elevated biomass yield resulted in high fatty acid harvesting (Fuad Hossain et al., 2020). The three strains of M. laminosus
showed much higher biomass yields than other Mastigocladus strains reported in previous studies, such as M. laminosus (CCAP 1447/
3) (0.8 g/1) (Smith-Badorf et al., 2013), M. laminosus Sofia (0.53 g/1), M. laminosus Carslbad (0.48 g/1) (Rezanka et al., 2012),
Mastigocladus HS-46 (2.09 g/1) (Prihantini et al.,, 2021), and in other cyanobacteria species as Synechococcus HS-9 (3.323 g/1)
(Rahman et al., 2020), Nostoc carneum MBDU 709 (0.58 g/1) (Anahas and Muralitharan, 2018), Synechocystis PCC 6803 (1.18 g/1),
Synechococcus PCC 7942 (1.09 g/1), Nostoc muscorum (0.76 g/1), Oscillatoria sp (0.76 g/1), Lyngbya sp (0.64 g/1) and Phormidium sp
(1.07 g/D) (Patel et al., 2018).

3.4. Biodiesel proprieties

The biodiesel properties of the three studied cyanobacteria strains are found in Table 3, compared to other vegetable and microal-
gal species, and those for European (EN 14214) and US (ASTM D6751) international standards. The OS, CN, IV and v values met the
requisite international standards recommended by EN 14214 and ASTM D6751 (Table 3) (ASTM 6751, 2012; EN 14214, 2012).

The optimal selection of microalgae species for prospective biodiesel production requires acceptable specifications of FAMEs be-
cause biodiesel parameters are influenced mainly by the FA profile (Zaki et al., 2021). The CN values of the studied cyanobacteria
biodiesel fell within the authorised range determined by Biodiesel Standards US ASTM D6751 (>47) and EN 14214 (>51) (Table 3).
CN values ranged from 65.0 to 65, which is the same range as Desmonostoc muscorum MBDU 105 (CN = 65) but were higher than the
values presented by vegetable oils like sunflower and soya bean. Nostoc calcicola MBDU 602 had a higher CN value (CN = 201)
(Table 3).

The predicted p values varied within a narrow range of 834-802 (kg/m?); the p values for the three strains were slightly below the
biodiesel standards set by EN 14214 (860-900 kg/m—3) (Table 3). p is a crucial fuel specification that influences the engine perfor-
mance (Arguelles et al., 2018), and SV values ranged from 195.8 to 202.2 mg/g (Table 3). The HHV and LCSF values went from 36.2
to 37.7 (MJ/kg) and 6.5 to 7.4 (wt. %), respectively (Table 3).

The OS values of the studied strains were significantly higher than the limits set by both Biodiesel Standards US ASTM D6751
(>3 h) and EN 14214 (>8 h). The OS values were also much higher than all the OS values of the fuel derived from the cyanobacteria
and plants cited in Table 3. High CN and OS values are essential advantages for biodiesel storage for long periods (Karatay and
Donmez, 2011). The predicted v values fell within the viscosity ranges of 1.9-6.0 mm?/sand 3.5-5.0 mm?2/s given by Biodiesel Stan-
dards US ASTM D6751 and EN 14214, respectively (Table 3); this may lead to good combustion, lower emissions, and reduced oil di-
lution (Knothe, 2008; Arguelles et al., 2018).

The SV and HHV values were consistent with the microalgae values reported in previous studies as the green microalga
Scenedesmus abundans (Mandotra et al., 2014), Nostoc spongiaeforme 417 MBDU 704 and Nostoc punctiforme MBDU 621 (Gayathri et
al., 2018) and with the other plants and cyanobacteria cited in Table 3. The IV values show that the total unsaturation in a fatty acid
combination (Arguelles et al., 2018) were lower than the maximum limit set by international standards EN 14214 (<-120gI, 100 g~!
fat) (Table 3). Neither US ASTM D6751 nor EN 14214 standards specifies values for the HHV, LCSF, SV, and DU criterions (Table 3).
High IV value may lead to the occurrence and build-up of glycerides, and grease precipitation in the motor (Arguelles et al., 2018).

CFPP indicates the flow performance of biodiesel at low temperatures (Gayathri et al., 2018). The CFPP values for strains S4BB
and S9BB were 5.6 °C and 6.9 °C, respectively, slightly higher than the limit specified by Biodiesel standard EN 14214 (<5/<-20 °C)
given the high SFA level (Table 3). Whereas, the CFPP value for the S4B11 strain has a value of 4.2 °C (Table 3) meeting the values in
EN 14214 biodiesel standards (<5/<-20)). High CFPP values are a characteristic of most fuels produced by microalgal species. How-
ever, additives or mixing biodiesel with petrodiesel can be used to lower CFPP values (Knothe, 2008).

Overall, the studied thermophilic Mastigocladus strains had better biodiesel proprieties, or they fell within the same range of those
reported for other plants or cyanobacteria feedstocks. The obtained values met the required fuel properties of international biodiesel
standards (Table 3), along with SFA dominance, showing that the studied cyanobacteria are favourable for producing high-quality
biodiesel (Oliveira et al., 2018).

Efforts for the characterisation of algae from unique environments should continue for both biodiversity conservation and
biotechnology goals (Hu et al., 2008), isolating microalgae with high productivity and interesting lipid composition from specific and
extreme habitats and optimising their growth conditions to generate high biomasses for biodiesel production (Lee et al., 2014; Arif et
al., 2019) or other potentially interesting compounds.
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Table 3

Comparison of predicted biodiesel properties from FA profiles of the three cyanobacterial strains of this study compared to others selected fuel producer organisms.

Cyanobacterial ~Biodiesel Biodiesel Mastigocladus Mastigocladus Mastigocladus Nostoc calcicola MBDU 602 Desmonostoc muscorum MBDU  Myxosarcina sp. Algae Soybean (Yasar, Sunflower (Yasar,
strains standard standard EN  laminosus laminosus laminosus (Anahas and 105 (Anahas and (Jawaharraja et (Yasar, 2020; Demirbas, 2020; Demirbas,
ASTM D6751 14214 S4BB S4B11 S9BB Muralitharan, 2018) Muralitharan, 2018) al., 2015) 2020) 2003) 2003)
This study This study This study
Fatty Acid / / SFA 58.07 SFA 55.47 SFA 58.79 SFA 61.78 SFA 66.30 SFA 39 + 5.3 SFA SFA 16.34 SFA 10.14
Composition MUFA 36.61 MUFA 40.10 MUFA 31.72 MUFA 6.46 MUFA 8.25 MUFA 61 + 5 18.33  MUFA 24.91 MUFA 36.37
(% wt). PUFA 0.79 PUFA 0.34 PUFA 1.76 PUFA 5.56 PUFA 13.62 PUFA nd MUFA  PUFA 58.66 PUFA 53.33
56.21
PUFA
25.44
IV (gl,/100g  / <120 35.00 37.00 32.43 23.73 40.36 56.00 / 69.82 132.32
fat)
CN >47 >51 65.00 65.02 66.87 201.50 65.39 60.00 59.00 38.10 50.00
0S (hrs) >3 >8 151.00 349.44 69.59 7.09 6.40 nd 2.30 1.50 0.90
DU (wt. %) / / 38.10 40.78 35.24 17.59 35.50 61.00 107.09 142.25 143.02
SV (mg/g) / / 202.20 201.76 195.84 68.04 193.73 210.00 / 220.78 34.40
v (mm?/s) 1.9-6.0 3.5-5.0 3.60 3.69 3.47 2.15 3.96 -1.50 4.55 4.37 4.30
p (kg/m?3) / 860-900 830.00 834.00 802.00 880.00 870.00 1100.00 881.00 882.00 882.00
LCSF (wt. %)  / / 7.00 6.59 7.47 58.36 22.71 6.00 5.36 3.73 3.23
CFPP (°C) / <5/<-20 5.60 4.21 6.99 166.89 54.89 2.00 -14.00 -6.00 —4.00
HHV (MJ/kg)  Report Report 37.50 37.75 36.27 40.81 40.88 35.00 - 39.60 39.60

‘Ip 32 DfaDINOG 'S
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4. Conclusion

The strains of M. laminosus isolated from the Algerian hot springs showed an interesting FA profile under laboratory conditions
that may be suitable for mass cultivation and could represent a source of essential FA of commercial interest. They exhibit a suitable
FA profile with high proportion of SFA and MUFA with values ranging from 55.91% to 59.37%, and 38.39%-43.54%, respectively.
The main fatty acid was palmitic acid (16:0), with values within the 51.41-53.16% range and with an average chain length of C14 to
C20, representing an excellent raw material for biodiesel production. The calculated biodiesel fuel properties based on the fatty acid
composition mainly the iodine value (IV, 35.00 gI,/100 g fat), saponification value (SV, 202.20 mg/g), cetane number (CN, 65.00)
and unsaturation degree (DU, 38.10 wt %) were in accordance with the international standards ASTM D6751 (USA) and EN 14214.
Hot springs in Algeria and elsewhere should be more deeply studied to better understand their biodiversity and their potential
biotechnological uses.
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