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Invenţia se referă la o tulpină cianobacteriană de Anabaenopsis sp., cu potenţial ridi-1

cat de producere a biohidrogenului, şi la un procedeu de obţinere a hidrogenului dizolvat prin

cultivarea acesteia.3

Hidrogenul este o alternativă ecologică la combustibilii fosili. Puterea energetică per

unitate de masă este mai ridicată decât cel al oricărui alt combustibil convenţional, cu excep-5

ţia energiei nucleare. Avantajele sale ca sursă de energie sunt numeroase: este nepoluant,

eficient, regenerabil, iar în producerea sa nu se generează dioxid de carbon. În virtutea7

atributelor sus-menţionate, hidrogenul poate fi utilizat ca sursă de energie.

Implementarea la nivel industrial a unor tehnologii nepoluante, coroborată cu dez-9

voltarea de biotehnologii de obţinere de energie verde din surse regenerabile nepoluante

(vânt, radiaţie solară, biomasă vegetală) reprezintă marile provocări ale secolului actual.11

Hidrogenul, cel mai abundent element chimic din univers, a intrat în atenţia cercetătorilor în

ultimele decade datorită proprietăţilor sale fizico-chimice: înmagazinează cea mai mare can-13

titate de energie per unitatea de masă şi eliberează această energie cu producere de apă,

fără eliberare de produşi poluanţi.15

Microorganismele fotosintetice producătoare de hidrogen (de exemplu, cianobacte-

riile) au fost luate în considerare datorită capacităţii lor de a sintetiza hidrogen într-o manieră17

nepoluantă. Cianobacteriile, unul dintre cele mai largi şi importante grupuri de bacterii de pe

pământ, sunt capabile de fotosinteză oxigenică, utilizând apa ca donor de electroni, şi sunt19

întâlnite în majoritatea nişelor ecologice, de la apele dulci până la cele sărate sau în mediile

extreme (Whitton B. A., Potts M., The ecology of cyanobacteria. Springer, 2000, pp. 18-21

32). În timpul fotosintezei, electronii produşi sunt utilizaţi în ciclul Calvin pentru a fixa dioxidul

de carbon sub forma unor compuşi intermediari sau de rezervă. La întuneric, aceşti produşi23

sunt utilizaţi pentru generarea de energie, ceea ce duce la producerea diverşilor compuşi

secundari, inclusiv hidrogen.25

Cercetările efectuate până în prezent la cianobacterii arată că este nevoie de o con-

tinuă identificare a unor tulpini cu potenţial crescut de producere a hidrogenului şi, totodată,27

de o continuă optimizare a condiţiilor de creştere ale culturilor pentru îmbunătăţirea ratei de

producere a hidrogenului (Benemann J. R., (1997) Feasibility analysis of photobiological29

hydrogen production. Int. J. Hydrogen Energy, 22:979-987; Kaushik A., Anjana K.,

(2011) Biohydrogen production by Lyngbya perelegans: Influence of physico-chemical31

environment. Biomass and Bioenergy, 35:1041-1045). Este foarte importantă studierea

influenţei diverşilor factori cheie (prezenţa oxigenului, lumina, temperatura etc.) asupra evo-33

luţiei producerii H2 (Pinto F. A. L., Troshina O., Lindblad P., A brief look at three decades

of reserach on cyanobacterial hydrogen evolution. Int. J. Hydrogen Energy, 27 (2002)35

pp. 1209-1215).

Până în prezent, nu au fost descrise în brevete de invenţie tulpini de Anabaenopsis37

capabile de producere a biohidrogenului în cantităţi ridicate. Astfel de tulpini ar fi deosebit

de utile pentru conversia dioxidului de carbon rezidual în biocombustibil sub forma hidro-39

genului. Literatura non-brevet descrie o serie de tulpini cianobacteriene producătoare de

biohidrogen şi o gamă largă de concentraţii maxime obţinute prin cultivarea acestora41

(tabelul 1). Între aceste tulpini, este descrisă şi cea de Anabaenopsis circularis IAM M-4 cu

o productivitate maximă de 0,31 :mol H2/mg clorofilă.43
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Tabelul 1 1

Productivitatea producerii de hidrogen la diferite tulpini cianobacteriene

Nr. crt. 3Denumire Productivitate maximă Referinţe

1.
5

Anabaenopsis circularis 
IAM M-4

0,31 :mol H2/mg clorofilă Pinto şi colab., 2002

2. Anabaena sp. PCC 7120 2,6 :mol H2/mg clorofilă Masukawa şi colab., 2001

3. 7Anabaena flos-aquae
 UTEX 1444

1,7 :mol H2/mg clorofilă Masukawa şi colab., 2001

4. 9Microcystis sp. PCC 6830 0,16 :mol H2/mg clorofilă Moezellar şi colab., 1996

5. Nostoc sp. PCC 7120 2,6 :mol H2/mg clorofilă Masukawa şi colab., 2001

6. 11Nostoc muscorum IAM M-14 0,60 :mol H2/mg clorofilă Masukawa şi colab., 2001

7. Synechocystis sp. PCC 6803 0,60 :mol H2/mg clorofilă Antal şi Lindblad, 2005

8. 13Gloeobacter violaceus 1,38 :mol H2/mg clorofilă Moezelaar şi colab., 1996

Problema tehnică pe care o rezolvă invenţia se referă la necesitatea producerii 15

biohidrogenului. 
Invenţia este ilustrată printr-un exemplu şi foloseşte o serie de figuri a căror descriere 17

este:
- fig. 1, tulpina Anabaenopsis AICB 717 în microscopie optică. Bara = 20 :m (a-e, g), 19

10 :m (f);
- fig. 2, arborele filogenetic al genelor ARNr 16S, ce prezintă încadrarea secvenţei 21

marker provenite de la Anabaenopsis sp. AICB 717 în grupul A. nadsonii-A. circularis.
Arborele a fost construit folosind algoritmul Maximum Likelihood în MEGA 5.1, cu o valoare 23

Bootstrap de 500 de replicate;
- fig. 3, modalitatea de eşantionare a culturilor cianobacteriene în vederea măsurării 25

cantităţii de H2 dizolvat şi a clorofilei;
- fig. 4, sistemul de prelevare a eşantioanelor de cultură cianobacteriană în vederea 27

măsurării cantităţii de H2 dizolvat şi a clorofilei;
- fig. 5, efectul microaerobiozei/anaerobiozei, indusă prin barbotare cu argon, asupra 29

producerii de biohidrogen de către tulpina cianobacteriană Anabaenopsis sp. AICB 717.
Cantitatea de H2 dizolvat variază între 1,02...2,90 :mol/mg clorofilă, maximul fiind atins prin 31

barbotarea cu argon a culturii timp de 15 min, urmată de incubare 24 h la întuneric;
- fig. 6, efectul ciclurilor lumină/întuneric de durată variabilă asupra producerii de bio- 33

hidrogen de către tulpina cianobacteriană Anabaenopsis sp. AICB 717, în condiţii de micro-
aerobioză. Cantitatea de H2 dizolvat variază între 1,41...2,88 :mol/mg clorofilă, maximul fiind 35

atins prin barbotarea cu argon a culturii timp de 15 min, urmată de incubarea la întuneric timp
de 24 h, la o temperatură de 22/C; 37

- fig. 7, efectul ciclurilor lumină/întuneric de durată variabilă în intervalul 24D-6L/18D
asupra producerii de biohidrogen de către tulpina cianobacteriană Anabaenopsis sp. AICB 39

717, în condiţii de microaerobioză. Cantitatea de H2 dizolvat variază între
2,05...2,86 :mol/mg clorofilă, maximul fiind atins prin barbotarea cu argon a culturii timp de 41

15 min, urmată de incubarea timp de 1 h la lumină şi 23 h la întuneric, la o temperatură de
22/C; 43

- fig. 8, efectul variaţiei pH-ului asupra producerii de biohidrogen de către tulpina
cianobacteriană Anabaenopsis sp. AICB 717, în condiţii de microaerobioză. Cantitatea de 45

H2 dizolvat variază între 2,03...3,20 :mol/mg clorofilă, maximul fiind atins prin barbotarea cu
argon a culturii timp de 15 min, urmată de incubarea la un pH 8 timp de 1 h la lumină şi 23 h 47

la întuneric, la o temperatură de 22/C;
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- fig. 9, efectul influenţei temperaturii asupra cantităţii de clorofilă în eşantioanele pre-1

levate din cultura cianobacteriană Anabaenopsis sp. AICB 717 şi incubate la diferite tempe-
raturi în condiţii de 1 h lumină/23 h întuneric, microaerobioză indusă, pH 8. Se poate observa3

o variaţie de sub 10% în intervalul 23...38/C şi o scădere cu 25...40% în eşantioanele
incubate la 43...48/C;5

- fig. 10, efectul influenţei temperaturii asupra producerii de biohidrogen de către
tulpina cianobacteriană Anabaenopsis sp. AICB 717. Eşantioanele au fost incubate la diferite7

temperaturi în condiţii de 1 h lumină/23 h întuneric, microaerobioză indusă, pH 8. Se poate
observa o variaţie de aproximativ 30% în intervalul 23...38/C, cea mai mare cantitate de9

hidrogen (3,25 :mol/mg clorofilă) fiind obţinută prin incubare la 23/C.
Exemplu11

Tulpina Anabaenopsis sp. AICB 717 a fost izolată prin micromanipulare din material
fitoplanctonic colectat dintr-o baltă eutrofă situată lângă localitatea Turda (jud. Cluj). A fost13

depozitată iniţial în Colecţia de Alge şi Cianobacterii a Institutului de Cercetări Biologice Cluj-
Napoca (AICB) pe mediul lichid BG 11.15

Descriere morfologică şi încadrare filogenetică
Tulpina Anabaenopsis AICB 717 se caracterizeză din punct de vedere morfologic prin17

trichomii săi spiralaţi (fig. 1, c, c, d), capabili de plutire în mediul de creştere. Spirele sunt în
număr redus (frecvent 1...3), datorită fragmentării trichomului. Trichomul, neînvelit de19

mucilagiu, este format dintr-un număr variabil de celule vegetative şi include, în afara
acestora, alte 2 tipuri celulare specializate: heterociste şi akineţi. Celulele vegetative au21

formă de butoiaş (fig. 1, a, b) şi se divid frecvent în culturile active prin fisiune binară. La
nivelul pereţilor transversali, celulele în curs de diviziune apar cu constricţii evidente. Celulele23

vegetative de culoare albastră-verde conţin vezicule cu gaz (aerotopi) puternic refringente
în microscopia optică, care conferă citoplasmei celulelor un aspect granular (fig. 1, a, b, g).25

Frecvent, aerotopii apar sub forma unor granulaţii alungite (fig. 1, e). Dimensiunile celulelor
vegetative ale acestei tulpini, măsurate în microscopia optică, au fost următoarele: lungimea27

5,3...10,1 :m (cu o valoare medie de aproximativ 7,4 :m) şi lăţimea 5,0...5,6 :m (cu o medie
de 5,3 :m). Heterocistele apar în interiorul trichomului (intercalar) ca urmare a diviziunii29

asimetrice a două celule vegetative învecinate. Proheterocistele (fig. 1, a, e, săgeţile scurte)
îşi pierd treptat structurile fotosintetizante (tilacoidele) şi devin omogene în ceea ce priveşte31

conţinutul celular. Culoarea lor devine verzui, chiar verde-gălbui, iar forma, sferică (fig. 1,
a...g). Dezintegrarea trichomului la nivel heterocistelor (între heterociste) are ca finalitate dis-33

punerea tipică a heterocistelor la capetele acestuia (fig. 1, a, b). Funcţia lor în trichom
(fixarea N2 atmosferic) a fost bine documentată la toate cianobacteriile heterocistate. Dimen-35

siunea heterocistelor sferice la AICB 717 a fost de 3,8...5,6 :m (cu o medie de 5,3 :m).
Akineţii sunt spori de rezistenţă şi sunt rari în culturile active ale acestei tulpini. Localizarea37

lor este variabilă, în interiorul trichomului (fig. 1, d) sau lângă heterocistul terminal (fig. 1, e,
g - marcaţi prin săgeţi). Akineţii au o formă care o aproximează pe cea sferică (fig. 1, e, g),39

dar au fost observaţi şi akineţi ovali (fig. 1, d, f). S-a constatat, de asemenea, şi o variabilitate
a ornamentaţiilor, heterocistele putând fi ornamentate (fig. 1, e, g) sau nu (fig. 1, d, f). Dimen-41

siunile akineţilor: lăţimea 9,8...10,4 :m (media 9,7 :m) şi lungimea 10,0...11,1 :m (media
10,4 :m). Prin morfologia sa, tulpina AICB 717 prezintă similarităţi (caractere comune) cu43

Anabaenopsis elenkinii, A. nadsonii şi A. circularis, toţi aceşti taxoni fiind semnalaţi în
această zonă geografică de către Hegewald şi colab. (1975).45

Analiza filogenetică pe baza genei pentru ARNr 16S nu a condus la determinarea
AICB 717 până la nivel de specie (fig. 2), secvenţa marker de la Anabaenopsis sp. AICB 71747

fiind încadrată într-un grup comun format din Anabaenopsis nadsonii şi Anabaenopsis
circularis (fig. 2).49
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Testarea producerii de hidrogen si optimizarea procesului 1

Pentru testarea producerii de hidrogen, tulpina cianobacterienă Anabaenopsis sp.
AICB 717 a fost crescută pentru fiecare experiment timp de 14 zile pe mediu de cultură 3

BG11 modificat (tabelul 2) la 22...23/C, iluminare continuă cu 150 :mol @ m-2 @ s-1 şi barbotare
continuă cu aer. 5

Tabelul 2 7

Mediul de cultură specific tulpinii cianobacteriene brevetate

Tulpina 9Componenţa Cantitatea Observaţii

11

Anabaenopsis sp. 13
AICB 717

15

17

19

21

NaNO3 496 mg/l

După autoclavare se
adaugă câte 1 ml

din soluţiile Micro-1*
şi Micro-2* 1 ml.

K2HPO4 22,62 mg/l

MgSO4 @ 7H2O 75 mg/l

CaCI2 27,1 mg/l

Na2CO3 @ 10H2O 20 mg/l

Na2SiO3 25,92 mg/l

Acid citric 6 mg/l

Na2EDTA 16,8 mg/l

FeSO4 @ 7H2O 14,38 mg/l

*Componenţa soluţiilor Micro 1 şi Micro 2 este descrisă în tabelul 3. 23

Tabelul 3 25

Componenţa soluţiilor Micro 1 şi Micro 2

Nr. 27
crt.

Soluţia Componeta Cantitate Observaţii

29

1 31

33

35

Micro 1

H3BO3 2,86 g/l Soluţia se
autoclavează şi
se păstrează în

sticlă brună.

MnCI2 @ 4H2O 1,81 g/l

ZnSO4 @ 7H2O 0,22 g/l

CuSO4 @ 5H2O 0,08 g/l

MoO3 0,015 g/l

37
2

39

41

43

Micro 2

NH4VO3 0,023 g/l Soluţia se
autoclavează şi
se păstrează în

sticlă brună.

Cr2(SO4)3K2SO4 @ 2H2O 0,096 g/l

NiSO4 @ 7H2O 0,047 g/l

Na2WO4 @ H2O 0,0179 g/l

K2TiF6 0,055 g/l

Co(NO3)2 @ 6H2O 0,044 g/l

Cultura a fost concentrată la un volum de 150 ml prin centrifugare timp de 5 min, la 45

o viteză de 5000 rpm. Optimizarea procesului de producere a biohidrogenului a fost
efectuată prin testarea variaţiei diferiţilor factori fizico-chimici: 47

- microaerobioza indusă prin barbotare cu argon;



RO 130066 B1 

6

- diferite cicluri lumină-întuneric de durată variabilă;1

- pH;
- temperatură.3

Influenţa microaerobiozei induse prin barbotare cu argon asupra producerii de
hidrogen.5

Cultura cianobacteriană concentrată a fost barbotată cu argon timp de 120 min, în
vederea inducerii stării de microaerobioză/anaerobioză. Modalitatea de eşantionare în7

vederea măsurării concentraţiei de hidrogen dizolvat şi a clorofilei este prezentată în fig. 3
şi 4. Astfel, au fost prelevate 4 probe control a câte 4 ml fiecare în fiole închise, cu un capac9

prevăzut cu un sept de silicon. După începerea barbotării, au fost prelevate eşantioane la
intervale de 5, 15, 30, 60 şi 120 min. Fiolele cu eşantioanele prelevate au fost incubate 24 h11

la întuneric, la o temperatură de 22...23/C, după care au fost efectuate măsurătorile.
Cantitatea de H2 dizolvată a fost determinată cu ajutorul Needle Sensor H2 (Unisense), iar13

cantitatea de clorofilă prin metoda lui Arnon (1949). Astfel, clorofila a a fost extrasă în
acetonă prin mojararea celulelor de cianobacterii în prezenţa de CaCO3. Conţinutul în15

clorofilă a a fost estimat pe baza coeficientului specific de absorbţie şi a vârfului maxim de
absorbţie identificat cu spectrofotometrul Jasco V-630.17

Barbotarea cu argon a culturii concentrate de Anabaenopsis sp. AICB 717 a dus la
o variaţie a cantităţii de hidrogen dizolvat ce a fost cuprinsă între valorile 1,02...2,90 :mol19

H2/mg clorofilă (fig. 5). Astfel, microaerobioza indusă prin barbotare cu argon timp de 15 min
duce la creşterea cantităţii de hidrogen dizolvat cu 100% faţă de control şi cu 200% faţă de21

anaerobioză (se consideră îndeplinită după barbotare cu argon timp de 120 min).
Influenţa ciclurilor variabile de lumină-întuneric asupra producerii de hidrogen23

Cultura concentrată de Anabaenopsis sp. AICB 717 a fost barbotată timp de 15 min
cu argon, în vederea inducerii microaerobiozei, după care au fost prelevate 6 eşantioane a25

câte 4 repetiţii de 4 ml fiecare, în fiole închise, cu un capac prevăzut cu un sept de silicon.
Cele 6 eşantioane au fost supuse unor cicluri variabile de lumină (150 :mol @ m-2 @ s-1) /întu-27

neric (tabelul 4), la o temperatură de 22...23/C. Cantitatea de clorofilă şi de hidrogen dizolvat
au fost determinate în aceleaşi condiţii descrise anterior.29

Tabelul 4 31

Eşantionarea culturilor cianobacteriene în vederea testării influenţei diferitelor cicluri
lumină/întuneric asupra producerii de hidrogen33

Eşantion Durată lumină (L)/întuneric (D) (ore)

135 24L

2 24D

337 3L/21D

4 6L/18D

539 18L/6D

6 21L/3D

41

Cantitatea de hidrogen dizolvat a variat în cele 6 eşantioane între 1,41 şi
2,88 :mol/mg clorofilă. Maximul concentraţiei de H2 dizolvat a fost atins folosind o cultură43

barbotată timp de 15 min cu argon şi incubată la întuneric timp de 24 h, fiind urmată de ciclul
6 h lumină - 18 h întuneric (fig. 6).45
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Soluţia creşterii unei culturi de Anabaenopsis sp. AICB 717 la întuneric pentru un ran- 1
dament mai crescut de producere a biohidrogenului nu este o soluţie viabilă din punct de
vedere biotehnologic, deoarece o astfel de cultură nu poate supravieţui în lipsa luminii. 3
Astfel, în continuare, a fost testată influenţa ciclurilor lumină/întuneric de durată mai scurtă,
în intervalul 24D-6L/18D, asupra producerii de hidrogen. Modalitatea de eşantionare şi de 5
dozare a hidrogenului şi a clorofilei sunt identice cu cele descrise anterior. Diferenţa a
constat în durata timpilor de incubare la lumină sau întuneric (tabelul 5). 7

Tabelul 5 9
Eşantionarea culturilor cianobacteriene în vederea testării influenţei diferitelor cicluri

lumină/întuneric asupra producerii de hidrogen 11

Eşantion Durată lumină (L)/întuneric (D) (h)

1 1324D

2 1L/23D

3 152L/22D

4 3L/21D

5 174L/20D

6 5L/19D

19
Cantitatea de hidrogen dizolvat a variat în cele 6 eşantioane între 2,05 şi

2,86 :mol/ mg clorofilă. Maximul concentraţiei de H2 dizolvat a fost atins folosind o cultură 21
barbotată timp de 15 min cu argon şi incubată timp de 1 h la lumină, urmată de 23 h la întu-
neric (fig. 7). Aşadar, putem afirma că acest interval este optim atât în ceea ce priveşte pro- 23
ductivitatea de hidrogen, cât şi din punctul de vederii al aplicabilităţii biotehnologice,
viabilitatea culturii celulare pe termen lung cel mai probabil nefiind afectată. 25

Influenţa variaţiei pH-ului asupra producerii de hidrogen
Au fost obţinute 8 culturi concentrate de Anabaenopsis sp. AICB 717, care au fost 27

barbotate timp de 15 min cu argon, în vederea inducerii microaerobiozei. În timpul barbotării,
a fost reglat pH-ul la o valoare prestabilită (tabelul 6), după care au fost prelevate 8 29
eşantioane a câte 4 repetiţii de 4 ml fiecare, în fiole închise, cu un capac prevăzut cu un sept
de silicon. Cele 6 eşantioane au fost incubate 1 h la lumină/23 h la întuneric, la temperatura 31
camerei (22...23/C). Cantitatea de clorofilă şi de hidrogen dizolvat au fost determinate în
aceleaşi condiţii descrise anterior. 33

Tabelul 6 35
Eşantionarea culturilor cianobacteriene în vederea testării influenţei 

pH-ului asupra producerii de hidrogen 37

Eşantion pH

1 396,5

2 7

3 417,5

4 8

5 438,5

6 9

7 459,5

8 10
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Cantitatea de hidrogen dizolvat a variat în cele 8 eşantioane între 2,03 şi1

3,20 :mol/mg clorofilă. Maximul concentraţiei de H2 dizolvat a fost atins folosind o cultură
barbotată timp de 15 min cu argon şi incubată la o valoare a pH-ului de 8, timp de 1 h la3

lumină si 23 h la întuneric, la o temperatură de 22...23/C (fig. 8).
Influenţa variaţiei temperaturii asupra producerii de hidrogen5

Au fost obţinute 2 culturi concentrate de Anabaenopsis sp. AICB 717, având în
vedere 2 scopuri: i) testarea viabilităţii la diferite temperaturi, exprimată prin cantitatea de7

clorofilă determinată la 24 h după incubare; ii) testarea influenţei temperaturii asupra
producerii de biohidrogen raportat la cantitatea de clorofilă. Culturile au fost barbotate timp9

de 15 min cu argon, în vederea inducerii microaerobiozei. A fost reglat pH-ul la valoarea 8,
după care au fost prelevate 6 eşantioane a câte 4 repetiţii de 4 ml fiecare, în fiole închise,11

cu un capac prevăzut cu un sept de silicon. Cele 6 eşantioane au fost incubate 1 h la
lumină/23 h la întuneric la diferite temperaturi (tabelul 7). După cele 24 h, toate eşantioanele13

au fost aduse la temperatura camerei (22...23/C) şi a fost determinată cantitatea de clorofilă
şi de hidrogen dizolvat în aceleaşi condiţii descrise anterior.15

Tabelul 717

Eşantionarea culturilor cianobacteriene în vederea testării influenţei temperaturii 
asupra producerii de hidrogen19

Eşantion Temperatura (/C)

121 23

2 28

323 33

4 38

525 43

6 48

27

Cantitatea de clorofilă determinată din eşantioanele incubate 1 h la lumină/23 h la
întuneric, în condiţii de microaerobioză, la pH 8, a prezentat o variaţie de sub 10% în inter-29

valul 23...38/C, dar a scăzut cu 25...40% în eşantioanele incubate la 43...48/C (fig. 9).
Aşadar, testarea influenţei temperaturii asupra producerii de hidrogen a fost efectuată în31

intervalul 23...38/C, cultura nefiind viabilă pe termen lung la 43...48/C.
Cantitatea de hidrogen dizolvat a variat în cele 4 eşantioane cu aproximativ 30%,33

situându-se în intervalul 2,31 şi 3,25 :mol/mg clorofilă, cea mai mare cantitate fiind obţinută
prin incubare la 23/C (fig. 10).35
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Revendicări1

1. Tulpină de Anabaenopsis sp. AICB 717, depozitată la Culture Collection of Algae3

and Protozoa, UK cu numărul de depozit CCAP 1402/2, caracterizată prin aceea că pre-
zintă o capacitate de producere a hidrogenului de maximum 3,25 :mol/mg clorofilă.5

2. Procedeu de obţinere a hidrogenului dizolvat folosind tulpina cianobacteriană

Anabaenopsis sp. AICB 717 CCAP 1402/2, caracterizat prin aceea că se cultivă tulpina pe7

mediu de cultură BG-11 modificat, se concentrează cultura, se barbotează aceasta cu argon
timp de 15 min pentru instalarea microaerobiozei, se reglează pH-ul la valoarea 8, urmată9

de incubarea în fiole inchise ermetic, timp de 1 h, la o intensitate luminoasă de
150 :mol @ m-2 @ s-1, şi 23 h la întuneric, la temperatura de 23/C, ceea ce duce la creşterea11

cantităţii de hidrogen dizolvat de la 1,5 :mol/mg clorofilă la 3,25 :mol/mg clorofilă.
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