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TULPINA DE ANABAENOPSIS SP. S| METODA IMBUNATATITA DE
PRODUCERE A HIDROGENULUI DIZOLVAT PRIN CULTIVAREA ACESTEIA

Prezentul brevet de inventie se refera la o tulpind cianobacteriana de
Anabaenopsis sp. cu potential ridicat de producere a biohidrogenului si la o metoda
optimizata de biosinteza a acestuia.

Hidrogenul este o alternativa ecologica la combustibilii fosili. Puterea
energetica per unitate de masa este mai ridicata decat cel al oricarui alt combustibil
conventional, cu exceptia energiei nucleare. Avantajele sale ca sursa de energie
sunt numeroase: este nepoluant, eficient, regenerabil, iar in producerea sa nu se
genereaza dioxid de carbon. in virtutea atributelor sus-mentionate, hidrogenul
poate fi utilizat ca sursa de energie.

Implementarea la nivel industrial a unor tehnologii nepoluante, coroborata cu
dezvoltarea de biotehnologii de obtinere de energie verde din surse regenerabile,
nepoluante (vant, radiatie solara, biomasa vegetala) reprezinta marile provocari ale
secolului actual. Hidrogenul, cel mai abundent element chimic din Univers, a intrat
in atentia cercetatorilor in ultimele decade datorita proprietatilor sale fizico-chimice:
inmagazineazad cea mai mare cantitate de energie per unitatea de masa si
elibereaza aceasta energie cu producere de apa, fara eliberare de produsi poluanti.

Microorganismele fotosintetice producatoare de hidrogen (de ex.,
cianobacteriile) au fost luate in considerare datoritd capacitatii lor de a sintetiza
hidrogen intr-o maniera nepoluanta. Cianobacteriile, unul dintre cele mai largi si
importante grupuri de bacterii de pe Pamant, sunt capabile de fotosinteza
oxigenica, utilizand apa ca si donor de electroni si sunt intalnite in majoritatea
niselor ecologice, de la apele dulci pana la cele sarate sau in mediile extreme
(Whitton si Potts, 2000). in timpul fotosintezei, electronii produsi sunt utilizati in
ciclul Calvin pentru a fixa dioxidul de carbon sub forma unor compusi intermediari
sau de rezerva. La intuneric, acesti produsi sunt utilizati pentru generarea de
energie, ceea ce duce la producerea diversilor compusi secundari, inclusiv
hidrogen.

Cercetarile efectuate pana in prezent la cianobacterii arata ca este nevoie de
o continua identificare a unor tulpini cu potential crescut de producere a
hidrogenului si totodatd de o continud optimizare a conditiilor de crestere ale
culturilor pentru imbunatatirea ratei de producere a hidrogenului (Benemann, 1997,
Kaushik si Anjana, 2011). Este foarte importantd studierea influentei diversilor
factori cheie (prezenta oxigenului, lumina, temperatura etc.) asupra evolutiei
producerii H, (Pinto si colab., 2002).

Pana in prezent nu au fost descrise in brevete de inventie tulpini de
Anabaenopsis capabile de producere a biohidrogenului in cantitati ridicate. Astfel
de tulpini ar fi deosebit de utile pentru conversia dioxidului de carbon rezidual in
biocombustibil sub forma hidrogenului. Literatura non-brevet descrie o serie de
tulpini cianobacteriene producatoare de biohidrogen si 0 gama larga de concentratii
maxime obtinute prin cultivarea acestora (Tabel 1). intre aceste tulpini este descrisa
si cea de Anabaenopsis circularis IAM M-4 cu o productivitate maxima de 0,31
pmol Hz /mg clorofila.
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Tabel 1
Productivitatea producerii de hidrogen la diferite tulpini cianobacteriene
Nr. Denumire Productivitate maxima Referinte
crt.
1. Anabaenopsis 0,31 ymol H, /mg Pinto si colab., 2002
circularis 1AM M-4 clorofila
2. Anabaena sp.PCC 2,6 umol H, /mg clorofilda Masukawa si colab.,
7120 2001
3. Anabaena flos- 1,7 ymol H, /mg clorofila  Masukawa si colab.,
aquae UTEX 1444 2001
4. Microcystis sp. PCC 0,16 pmol H, /mg Moezellar si colab.,
6830 clorofila 1996
5. Nostoc sp. PCC 2,6 ymol H, /mg clorofilda  Masukawa si colab.,
7120 2001
6. Nostoc muscorum 0,60 pmol H, /mg Masukawa si colab.,
IAM M-14 clorofila 2001
7. Synechocystis sp. 0,60 pmol H, /mg Antal si Lindblad,
PCC 6803 clorofila 2005
8. Gloeobacter 1,38 pmol Ho/mg clorofila  Moezelaar si colab.,
violaceus 1996

Problema tehnicd pe care o rezolva inventia se refera la o tulpind de
Anabaenopsis sp. cu potential crescut de producere a biohidrogenului si la
optimizarea procesului de obtinere a hidrogenului dizolvat folosind aceasta tulpina.
Inventia este ilustratd printr-un exemplu si foloseste o serie de figuri a caror
descriere este:

Fig. 1. Tulpina Anabaenopsis AICB 717 in microscopie optica. Bara = 20 ym
(a'ev g)l 10 Hm (f)

Fig. 2 Arborele filogenetic al genelor ARNr 16S ce prezinta incadrarea
secventei marker provenite de la Anabaenopsis sp. AICB 717 in grupul A. nadsonii-
A. circularis. Arborele a fost construit folosind algoritmul Maximum Likelihood in
MEGA 5.1, cu o valoare Bootstrap de 500 de replicate.

Fig. 3. Modalitatea de esantionare a culturilor cianobacteriene in vederea
masurarii cantitatii de H, dizolvat si a clorofilei.

Fig. 4. Sistemul de prelevare a esantioanelor de cultura cianobacteriana in
vederea masurarii cantitatii de H, dizolvat si a clorofilei.

Fig. 5. Efectul microaerobiozei/anaerobiozei, indusa prin barbotare cu argon,
asupra producerii de biohidrogen de catre tulpina cianobacteriana Anabaenopsis
sp. AICB 717. Cantitatea de H, dizolvat variaza intre 1,02 — 2,90 ymol/mg clorofila,
maximul fiind atins prin barbotarea cu argon a culturii timp de 15 min, urmata de
incubare 24h la intuneric.

Fig. 6. Efectul ciclurilor lumina/intuneric de durata variabila asupra producerii
de biohidrogen de catre tulpina cianobacteriana Anabaenopsis sp. AICB 717, in
conditii de microaerobioza. Cantitatea de H, dizolvat variaza intre 1,41 — 2,88
KMmol/mg clorofila, maximul fiind atins prin barbotarea cu argon a culturii timp de 15
min, urmata de incubarea la intuneric timp de 24 de ore, la o temperatura de 22C.

Fig. 7. Efectul ciclurilor lumina/intuneric de durata variabila in intervalul 24D-
6L/18D asupra producerii de biohidrogen de catre tulpina cianobacteriana
Anabaenopsis sp. AICB 717, in conditi de microaerobioza. Cantitatea de H>
dizolvat variaza intre 2,05 — 2,86 pmol/mg clorofila, maximul fiind atins prin
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barbotarea cu argon a culturii timp de 15 min, urmata de incubarea timp de 1 ora la
lumina si 23 de ore la intuneric, la o temperatura de 22C.

Fig. 8. Efectul variatiei pH-ului asupra producerii de biohidrogen de catre
tulpina cianobacteriana Anabaenopsis sp. AICB 717, in conditii de microaerobioza.
Cantitatea de H, dizolvat variaza intre 2,03 — 3,20 umol/mg clorofila, maximul fiind
atins prin barbotarea cu argon a culturii timp de 15 min, urmata de incubarea la un
pH 8 timp de 1 ora la lumina si 23 de ore la intuneric, la o temperatura de 22C.

Fig. 9. Efectul influentei temperaturii asupra cantitati de clorofila in
esantioanele prelevate din cultura cianobacteriana Anabaenopsis sp. AICB 717 si
incubate la diferite temperaturi in conditii de 1 ora lumina/23 ore intuneric,
microaerobioza indusa, pH 8. Se poate observa o variatie de sub 10% in intervalul
23°C-38°C si o scadere cu 25-40% n esantioanele incubate la 43°C-48°C.

Fig. 10. Efectul influentei temperaturii asupra producerii de biohidrogen de
catre tulpina cianobacteriand Anabaenopsis sp. AICB 717. Esantioanele au fost
incubate la diferite temperaturi in conditi de 1 ora lumina/23 ore intuneric,
microaerobioza indusa, pH 8. Se poate observa o variatie de aproximativ 30% in
intervalul 23°C-38°C, cea mai mare cantitate de hidrogen (3,25 pmol/mg clorofila)
fiind obtinuta prin incubare la 23°C.

Exemplu. Tulpina Anabaenopsis sp. AICB 717 a fost izolatd prin
micromanipulare din material fitoplanctonic colectat dintr-o baltd eutrofa situata
langa localitatea Turda (jud. Cluj). A fost depozitata initial in Colectia de Alge si
Cianobacterii a Institutului de Cercetari Biologice Cluj-Napoca (AICB) pe mediul
lichid BG 11.

Descriere morfologica si incadrare filogenetica

Tulpina Anabaenopsis AICB 717 se caracterizeza din punct de vedere
morfologic prin trichomii sai spiralati (fig. 1, ¢, ¢, d), capabili de plutire in mediul de
crestere. Spirele sunt in numar redus (frecvent 1-3) datoritd fragmentarii
trichomului. Trichomul, neinvelit de mucilagiu, este format dintr-un numar variabil de
celule vegetative si include, in afara acestora, alte 2 tipuri celulare specializate:
heterociste si akineti. Celulele vegetative au forma de butoias (fig. 1, a, b) si se
divid frecvent in culturile active prin fisiune binara. La nivelul peretilor transversali
celulele in curs de diviziune apar cu constrictii evidente. Celulele vegetative de
culoare albastra-verde contin vezicule cu gaz (aerotopi) puternic refringente n
microscopia optica, care confera citoplasmei celulelor un aspect granular (fig. 1, a,
b, g). Frecvent, aerotopii apar sub forma unor granulatii alungite (fig. 1, e).
Dimensiunile celulelor vegetative ale acestei tulpini, masurate Tn microscopia
optica, au fost urmatoarele: lungimea — 5,3-10,1 um (cu o valoare medie de aprox.
7,4 pm) si latimea — 5,0-5,6 ym (cu o medie de 5,3 pm). Heterocistele apar in
interiorul trichomului (intercalar) ca urmare a diviziunii asimetrice a doua celule
vegetative invecinate. Proheterocistele (fig 1, a, e, sagetile scurte) isi pierd treptat
structurile fotosintetizante (tilacoidele) si devin omogene in ceea ce priveste
continutul celular. Culoare lor devine verzuie, chiar verde-galbuie iar forma una
sferica (fig. 1, a-g). Dezintegrarea trichomului la nivel heterocistelor (intre
heterociste) are ca finalitate dispunerea tipica a heterocistelor la capetele acestuia
(fig. 1, a, b). Functia lor in trichom (fixarea N, atmosferic) a fost bine documentata
la toate cianobacteriile heterocistate. Dimensiunea heterocistelor sferice la AICB
717 a fost de 3,8-5,6 um (cu o0 medie de 5,3 pm). Akinetii sunt spori de rezistenta si
sunt rari in culturile active ale acestei tulpini. Localizarea lor este variabila, in
interiorul trichomului (fig. 1, d) sau langa heterocistul terminal (fig. 1, e, g — marcati
prin sageti). Akinetii au o forma care o aproximeaza pe cea sferica (fig 1, e, g) dar
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au fost observati si akineti ovali (fig. 1, d, f). S-a constatat de asemenea si o
variabilitate a ornamentatiilor, heterocistele putand fi (fig. 1, e, g) sau nu
ornamentate (fig. 1, d, f). Dimensiunile akinetilor: latimea — 9,8-10,4 y (media 9,7
Mm) si lungimea — 10,0-11,1 um (media 10,4 pym). Prin morfologia sa tulpina AICB
717 prezinta similaritati (caractere comune) cu Anabaenopsis elenkinii, A. nadsonii
si A. circularis, toti acesti taxoni fiind semnalati in aceastad zona geografica de catre
Hegewald si colab. (1975).

Analiza filogenetica pe baza genei pentru ARNr 16S nu a condus la
determinarea AICB 717 pana la nivel de specie (Fig. 2), secventa marker de la
Anabaenopsis sp. AICB 717 fiind incadrata intr-un grup comun format din
Anabaenopsis nadsonii si Anabaenopsis circularis (Fig. 2).

Testarea producerii de hidrogen si optimizarea procesului

Pentru testarea producerii de hidrogen, tulpina cianobacteriena
Anabaenopsis sp. AICB 717 a fost crescuta pentru fiecare experiment timp de 14
zile pe mediu de cultura BG 11 maodificat (Tabel 2) la 22°-23°C, iluminare continua
cu 150 pmol-m2-s™ si barbotare continua cu aer.

Tabel 2
Mediul de cultura specific tulpinii cianobacteriene brevetate
Nr. crt. Tulpina Componenta Cant. Observatii
NaNO; 496mg/|
K;HPO, 22,62mg/
MgSO, 7H,O 75mg/l
1. Anabaenopsis sp. AICB 717 CaCl, 27, 1mg/| Duzé autoclava1re ISe
. adauga cate 1 m
Na2COs _10H20 20mgl/l din solutiile Micro-1"
Na,SiO, 25,92mg/| si Micro-2" 1 ml.
Acid citric 6mg/l
Na,EDTA 16,8 mg/I

FeSO, 7HO 14,38 mg/I

*Componenta solutiilor Micro1 si Micro2 este descrisa in Tabel 3.

Tabel 3
Componenta solutiilor Micro1 si Micro2
Nr. crt. Solutia Componeta Cantitate Observatii
Hs:BO; 2,86¢/ .
MnCl,-4H,0 1819/ autig::E;:aiz si
1. Micro1 ZnS047H,0 0,22g/1 oo DAStreeas Th
CuS0,-5H,0 0,08g/! % 2 brun
MoO; 0,015¢/I '
NH,VO; 0,023g/l
Cry(S0,)3:K:S0,-2H,0 0,0964/I Solutia se
2 Micro2 NiSO,-7H,O 0,047g/l autoclaveaza si
' ! Na,WO,-H,O 0,0179g/l  se pastreaza in
K,TiFg 0,055¢g/I sticla bruna.
Co(NQO;),6H,0 0,044g/l
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Cultura a fost concentrata la un volum de 150 ml prin centrifugare timp de 5
min la o vitezd de 5000 rpm. Optimizarea procesului de producere a
biohidrogenului si a fost efectuatd prin testarea variatiei diferitilor factori fizico-
chimici:

- microaerobioza indusa prin barbotare cu argon

- diferite cicluri lumina-intuneric de durata variabila

- pH

- temperatura

Influenta microaerobiozei induse prin barbotare cu argon asupra producerii
de hidrogen

Cultura cianobacteriana concentrata a fost barbotata cu argon timp de 120
minute in vederea inducerii starii de microaerobioza/anaerobioza. Modalitatea de
esantionare in vederea masurarii concentratiei de hidrogen dizolvat si a clorofilei
este prezentata in Fig. 3 si 4. Astfel, au fost prelevate 4 probe control a cate 4 ml
fiecare n fiole inchise, cu un capac prevazut cu un sept de silicon. Dupa
incepeerea barbotarii au fost prelevate esantioane la intervale de 5, 15, 30, 60 si
120 min. Fiolele cu esantioanele prelevate au fost incubate 24h la intuneric, la o
temperatura de 22°-23°C, dupa care au fost efectuate masuratorile. Cantitatea de
H, dizolvata a fost determinata cu ajutorul Needle Sensor H; (Unisense), iar
cantitatea de clorofila prin metoda lui Arnon (1949). Astfel, clorofila a a fost extrasa
in acetona prin mojararea celulelor de cianobacterii in prezenta de CaCO:.
Continutul in clorofila a a fost estimat pe baza coeficientului specific de absorbtie si
a varfului maxim de absorbtie identificat cu spectrofotometrul Jasco V-630.

Barbotarea cu argon a culturii concentrate de Anabaenopsis sp. AICB 717 a
dus la o variatie a cantitatii de hidrogen dizolvat ce a fost cuprinsa intre valorile
1,02-2,90 umol H2/mg clorofild (Fig. 5). Astfel, microaerobioza indusa prin
barbotare cu argon timp de 15 minute duce la cresterea cantitatii de hidrogen
dizolvat cu 100% fata de control si cu 200% fata de anaerobioza (se considera
indeplinita dupa barbotare cu argon timp de 120 minute).

Influenta ciclurilor variabile de lumina-intuneric asupra producerii de hidrogen

Cultura concentrata de Anabaenopsis sp. AICB 717 a fost barbotata timp de
15 minute cu argon in vederea inducerii microaerobiozei, dupa care au fost
prelevate 6 esantioane a cate 4 repetitii de 4 ml fiecare, in fiole inchise, cu un
capac prevazut cu un sept de silicon. Cele 6 esantioane au fost supuse unor cicluri
variabile de lumina (150 pmol-m™-s™"Y/intuneric (Tabel 4), la o temperaturd de 22°-
23°C. Cantitatea de clorofila si de hidrogen dizolvat au fost determinate in aceleasi
conditii descrise anterior.

Tabel 4
Esantionarea culturilor cianobacteriene in vederea testarii influentei diferitelor cicluri
lumind/intuneric asupra producerii de hidrogen

Esantion Durata lumina (L)/intuneric (D) (ore)
24L
24D

3L/21D

6L/18D

18L/6D

21L/3D

DAL WN -
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Cantitatea de hidrogen dizolvat a variat in cele 6 esantioane intre 1,41 si
2,88 ymol/ mg clorofila. Maximul concentratiei de H; dizolvat a fost atins folosind o
cultura barbotata timp de 15 min cu argon si incubata la intuneric timp de 24 de ore,
fiind urmata de ciclul 6 ore lumina — 18 ore intuneric (Fig. 6).

Solutia cresterii unei culturi de Anabaenopsis sp. AICB 717 la intuneric
pentru un randament mai crescut de producere a biohidrogenului nu este o solutie
viabila din punct de vedere biotehnologic deoarece o astfel de cultura nu poate
supravietui in lipsa luminii. Astfel, in continuare a fost testata influenta ciclurilor
lumina/intuneric de duratad mai scurta in intervalul 24D-6L/18D asupra producerii de
hidrogen. Modalitatea de esantionare si de dozare a hidrogenului si a clorofilei sunt
identice cu cele descrise anterior. Diferenta a constat in durata timpilor de incubare
la lumina sau intuneric (Tabel 5).

Tabel 5

Esantionarea culturilor cianobacteriene in vederea testarii influentei diferitelor cicluri
lumina/intuneric asupra producerii de hidrogen

Esantion Durata lumina (L)/intuneric (D) (ore)
24D

1L/23D

2L/22D

3L/21D

41/20D

5L/19D

O hWN-=-

Cantitatea de hidrogen dizolvat a variat in cele 6 esantioane intre 2,05 si
2,86 pmol/ mg clorofila. Maximul concentratiei de H, dizolvat a fost atins folosind o
cultura barbotata timp de 15 min cu argon si incubata timp de 1 ora la lumina,
urmatd de 23 de ore la intuneric (Fig. 7). Asadar, putem afirma ca acest interval
este optim atat in ceea ce priveste productivitatea de hidrogen, cét si din punctul de
vederii al aplicabilitatii biotehnologice, cel mai probabil viabilitatea culturii celulare
pe termen lung nefiind afectata.

Influenta variatiei pH-ului asupra producerii de hidrogen

Au fost obtinute 8 culturi concentrate de Anabaenopsis sp. AICB 717 care au
fost barbotate timp de 15 minute cu argon in vederea inducerii microaerobiozei. in
timpul barbotarii a fost reglat pH-ul la o valoare prestabilita (Tabel 6), dupa care au
fost prelevate 8 esantioane a céate 4 repetitii de 4 ml fiecare, in fiole inchise, cu un
capac prevazut cu un sept de silicon. Cele 6 esantioane au fost incubate 1 ora la
lumin&/23 ore la intuneric la temperatura camerei (22°-23°C). Cantitatea de clorofila
si de hidrogen dizolvat au fost determinate in aceleasi conditii descrise anterior.

Tabel 6
Esantionarea culturilor cianobacteriene in vederea testarii influentei pH-ului asupra
producerii de hidrogen
Esantion pH
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10

ONO D WN-
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Cantitatea de hidrogen dizolvat a variat in cele 8 esantioane intre 2,03 si
3,20 ymol/ mg clorofila. Maximul concentratiei de H, dizolvat a fost atins folosind o
cultura barbotata timp de 15 min cu argon si incubata la o valoare a pH-ului de 8
timp de 1 ora la lumina si 23 de ore la intuneric, la o temperatura de 22°-23°C (Fig.
8).

Influenta variatiei temperaturii asupra producerii de hidrogen

Au fost obtinute 2 culturi concentrate de Anabaenopsis sp. AICB 717, avand
in vedere 2 scopuri: i) testarea viabilitatii la diferite temperaturi, exprimata prin
cantitatea de clorofila determinata la 24 de ore dupa incubare; ii) testarea influentei
temperaturii asupra producerii de biohidrogen raportat la cantitatea de clorofila.
Culturile au fost barbotate timp de 15 minute cu argon in vederea inducerii
microaerobiozei. A fost reglat pH-ul la valoarea 8, dupa care au fost prelevate 6
esantioane a cate 4 repetitii de 4 ml fiecare, in fiole inchise, cu un capac prevazut
cu un sept de silicon. Cele 6 esantioane au fost incubate 1 ora la lumina/23 ore la
intuneric la diferite temperaturi (Tabel 6). Dupa cele 24 ore, toate esantioanele au
fost aduse la temperatura camerei (22°C-23°C) si a fost determinata cantitatea de
clorofila si de hidrogen dizolvat in aceleasi conditii descrise anterior.

Tabel 6
Esantionarea culturilor cianobacteriene in vederea testarii influentei temperaturii asupra
producerii de hidrogen
Esantion Temperatura (°C)

23
28
33
38
43
48

DO h WN =

Cantitatea de clorofila determinata din esantioanele incubate 1 ora lumina/23
ore Intuneric, in conditii de microaerobioza, la pH 8 a prezentat o variatie de sub
10% in intervalul 23°C-38°C, dar a scazut cu 25-40% in esantioanele incubate la
43°C-48°C (Fig. 9). Asadar, testarea influentei temperaturii asupra producerii de
hidrogen a fost efectuata in intervalul 23°C-38°C, cultura nefiind viabila pe termen
lung la 43°C-48°C.

Cantitatea de hidrogen dizolvat a variat in cele 4 esantioane cu aproximativ
30%, situandu-se in intervalul 2,31 si 3,25 pmol/mg clorofila, cea mai mare
cantitate fiind obtinuta prin incubare la 23°C (Fig. 10).
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TULPINA DE ANABAENOPSIS SP. $| METODA IMBUNATATITA DE
PRODUCERE A HIDROGENULUI DIZOLVAT PRIN CULTIVAREA ACESTEIA

Revendicari

1. Tulpina de Anabaenopsis sp. AICB 717 depozitatd in culturd pura la Culture
Collection of Algae and Protozoa cu numarul de depozit CCAP 1402/2 si care este
caracterizata prin capacitatea crescutd de producere a biohidrogenului comparativ
cu alte tulpini cianobacteriene din genul Anabaenopsis si nu numai.

2. Metoda imbunatatitd de producere a biohidrogenului dizolvat folosind tulpina
cianobacteriana Anabaenopsis sp. AICB 717. Aceasta consta in cultivarea tulpinii
pe mediu de cultura BG-11 modificat, concentrarea culturii, barbotarea acesteia cu
argon timp de 15 minute pentru instalarea microaerobiozei, reglarea pH-ului la
valoarea 8 si urmatd de incubarea in fiole inchise ermetic, timp de 1 ord la o
intensitate luminoasa de 150 pmol'-m?:s™ si 23 de ore la intuneric la temperatura
de 23°C duce la cresterea cantitatii de hidrogen dizolvat de la 1,5 ymol/mg clorofila
la 3,25 ymol/mg clorofila.
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