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ABSTRACT 

Blue-green algae (cyanobacteria) have all the potential to act as a platform for the development 
of fourth-generation biofuel. Nevertheless, the diversity and eco-physiology of blue-green algae in 
northern African countries and their biofuel production potential is still understudied. The aim of this 
thesis was screening eight isolates of blue-green algae belonging to genera of Anabaena (A. circinalis, 
A. fertilissima, A. sphaerica, A.  variabilis, and  A.  sp.) and Nostoc (N. commune, N. muscorum, and N. 
sp.) for high lipid productivity, and to select the best isolate to further increase its lipid induction using 
different treatments. The results revealed that A. sphaerica was the superior isolate with good fatty acids 
profile and with the highest lipids productivity which was attributed to high specific growth rate and 
high lipid concentration. A. sphaerica was then subjected to different treatments including culture 
operation mode, media duplicity as well as different nutrition strategies in terms of nutrients 
supplementation or elimination (i.e. two stages mode of nutrition). All studied parameters of A. 
sphaerica were found to be best induced by NO3 or PO4 elimination in two stages mode of nutrition, as 
well as under 60μM FeCl3 supplementation. The environmental adaptability of A. sphaerica for lipid 
production under single or/and combined salt (50, 75, and 100 mM NaCl) and mild heat stress (35 ºC) 
was evaluated, and it was found that lipids productivity was best induced under all studied NaCl 
concentrations, while the 35 ºC treatment slightly increased both lipid yield and lipids % of A. 
sphaerica. When NaCl was combined with 35 ºC, all parameters were increased, although to a lower 
degree than in a single factor. The combined effects of best studied treatments (+50 mM NaCl, -NO3, -P, 
+60 μM FeCl3) were evaluated for lipids induction including double, triple as well as quadruple 
combinations. Generally, triple and quadruple combinations decreased most parameters, whereas –P and 
+60 μM FeCl3 in a double combination was the only treatment that synergistically induced lipids as 
compared to single effect of each factor alone. Finally, identification of the A. sphaerica strain was 
based on molecular studies on the 16S rDNA sequence of A. sphaerica which was submitted to the 
NCBI GenBank database (accession No. MK271089) and the strain was named Anabaena sphaerica 
FSR1. Estimated biodiesel properties of  Anabaena sphaerica FSR1 calculated from 5 previous 
treatments, i.e. +60 μM FeCl3, –NO3, +50 mM NaCl, +Fe –P, and +Na+Fe–P were apparently found 
within the range of the biodiesel standards EN 14213 and EN 14214 (Europe), especially ASTM 
D6751–08 (United States). We recommend opting for the treatment that induces the highest lipid 
productivity to be more economically feasible, which was found to be the addition of 50 mM NaCl to 
the BG-110 media. Future studies involving this valuable strain are recommended to screen for useful 
bio products as well as assessing the success of its open air culturing. 

Key words:  blue-green algae, Anabaena sphaerica, nutrients starvation, stress,16S rRNA, biodiesel. 





  الفلسفة دكتوراه:  الدرجةريھام محمد نجيب أحمد علي البحبوحي                                                        :  اسم الطالب
 

  .دراسات فسيولوجية جزيئية و حيوية على عزلات الطحالب المصرية لاستخدامھا في انتاج الوقود  الحيوي: عنوان الرسالة
  

  نجيبة كامل الغمراوي  :دكتور:  المشرفون 
  رمضان ابو العلا نسيممحمد :  دكتور                 
  عصام عبد المعطي درويش: دكتور      
         
  :     /    /تاريخ منح الدرجة                            فسيولوجيا النبات :فرع        النبات الزراعي: قسم

 المستخلص العربي

القدرة على العمل كمنصة لتطوير الجيل الرابع من الوقود ) cyanobacteria(ضراء المزرقة تمتلك الطحالب الخ

التنوع والفيزيولوجيا البيئية للطحالب الخضراء المزرقة في بلدان شمال أفريقيا ب الدراسات التي تھتم فإنومع ذلك . الحيوي

ثمانية عزلات من الطحالب الخضراء  دراسةن ھذه الرسالة ھو الھدف م. قليلة جدالوقود الحيوي ما زالت لإنتاجھا  يةوإمكان

 و) .A.  spو   ,A. circinalis,  A. fertilissima,  A. sphaerica,  A. variabilis( أنابيناالمزرقة التي تنتمي إلى أجناس 

زيادة  ثم منھمعزلة  لدھون، واختيار أفضلل تھاإنتاجي خلال دراسةمن  (.N. commune, N. muscorum, N. sp) نوستوك

الأفضل من  كانت العزلة A. sphaericaأوضحت النتائج أن . مختلفةال معاملاتبعض الباستخدام  في ھذه العزلة الدھون إنتاجية

بعد . نودھمن المحتوى أعلى معدل نمو وأسرع لدھون والتي كانت تعزى إلى اإنتاجية  من حيث الأعلىو  حيث تفريد الدھون

 ،في تركيز الأملاح المغذيةمضاعفة  تنميتھا على بيئةمختلفة بما في ذلك طريقة  معاملاتل A. sphaericaذلك تم إخضاع 

). مرحلتينعلى لتغذية ا( تھاالغذائية أو إزال العناصر تركيز بعض استراتيجيات التغذية المختلفة من حيثاستخدام بالإضافة إلى 

، مرحلتينعلى لتغذية معاملة افي  PO4أو  NO3 إزالةادتھا باستخدام معاملات زي A. sphaerica لالقياسات لجميع  شارتد أقو

 البيئيلتكيف ا على A. sphaerica لل تم تقييم القدرةكذلك . FeCl3 من رولميكروم ٦٠تركيز   في معاملة إضافةوكذلك 

وإجھاد ) رلي موللم ١٠٠ ، ٧٥،  ٥٠(بملح كلوريد الصوديوم  بتركيزات مختلفة وذلك بمعاملتھاإنتاج الدھون على  وقدرتھا

تحت جميع تركيزات كلوريد  تحدثلدھون ل إنتاجيةأفضل وقد وجد أن  .منفردين أو مجتمعين )درجة مئوية ٣٥(فيف طحراري 

عندما تم و. A. sphaerica لالدھون ٪ نسبة  فيزيادة طفيفة أحدثت درجة مئوية  ٣٥ معاملةالصوديوم المدروسة ، في حين أن 

تأثير العوامل درجة أقل من ب ولكن قياساتجميع الفي زيادة حدثت درجة مئوية،  ٣٥كلوريد الصوديوم و معاملات ع بين الجم

في ) FeCl3 رولميكروم +٦٠ أو ، –NaCl  ،NO3–  ،Pي مولر لمل ٥٠(+لأفضل المعاملات تقييم التأثيرات أيضا تم . منفردة

الثلاثية والرباعية  المعاملات قللت بشكل عامو. رباعيةأو الثلاثية ال، مزدوجةالمعاملات ال خلال من، وذلك الدھون زيادة تراكم

زيادة تراكم  علىتضافري التأثير ال لھات كان  FeCl3 رولميكروم ٦٠ + –Pالمعاملة المزدوجة ، في حين أن القياساتمعظم 

استنادًا إلى دراسات جزيئية على  A. sphaericaسلالة  تحديدتم  في النھايةو. منھمالدھون مقارنة بالتأثيرات الفردية لكل ا

رقم الانضمام ( NCBI GenBankالذي تم تقديمه إلى قاعدة بيانات و A. sphaericaمن  16Sلـ  rDNAتسلسل 

MK271089 ( ب وتم تحديد السلالةAnabaena sphaerica FSR1. خواص الوقود الحيوي المقدرة لل  أظھرت

Anabaena sphaerica FSR1  نطاق المعايير العالمية للوقود الحيوي فيكانت أنھا EN 14213 و EN 14214 )اوروبا( ،

كون أكثر تأعلى إنتاجية للدھون ل تحفز التي المعاملةنوصي باختيار ذلك لو  ).الولايات المتحدة( ASTM D6751–08 خاصةً  و

بإجراء النتائج  يوصتكذلك و  .BG-110 بيئة م إلىكلوريد الصوديو مولري لمل ٥٠إضافة ھي  و ناحية الاقتصاديةجدوى من ال

البيئة ھذه السلالة القيمّة من أجل فحص المنتجات الحيوية المفيدة بالإضافة إلى تقييم نجاح زراعتھا في  علىدراسات مستقبلية 

  .الطبيعية
  

  .، الوقود الحيوي16SrRNA ،اجھاد بيئي، عناصرالنقص  ،Anabaena sphaerica ،الطحالب الخضراء المزرقة، :الكلمات الدالة
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LIST OF ABBREVIATIONS AND INITIALS 

 
Abbreviation           Meaning of abbreviation  

  

ANOVA Analysis of variance 

BG-11 Blue-Green 11 Medium 

BG-110 Nitrogen-free Blue-Green 11 Medium 

BLAST Basic Local Alignment Search Tool 

bp Base pair 

Chl-a Chlorophyll-a 

CTAB Cetyltrimethylammounium bromide  

DHA Docosahexaenoic acid (C22:6) 

EPA Eicosapentaenoic acid (C20:5) 

FAME Fatty Acid Methyl Ester  

K’ Growth rate 

MLDP Major lipid droplet protein 

mM Milli molar 

NCBI National Center for Biotechnology Information  

nm nanometer 

No. Number 

O.D Optical Density 

PAR Photosynthetically active radiation 

PCR Polymerase chain reaction 

POS Primary oleaginous species 

PS I Photosystem I 

PS II Photosystem II 

ROS Reactive oxygen species 

SOS Secondary oleaginous species  

TAG Triacylglyceride 

TEM Transmission electron microscopy 

UV Ultra violet 

µ     Specific growth rate 

µE m
-2

 s
-1

 Micro Einstein /metre
2
/second 

μM          Micro molar  
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