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Wykorzystanie metody PCR-DGGE do badania
zmiennosci genotypowej bakterii zasiedlajgcych ztoze tarczowe
oczyszczajgce modelowe scieki koksownicze

Wegiel kamienny oraz koks, powstajacy w wyniku
przemystowego wygrzewania tego surowca, sg w Polsce
jednymi z najczgsciej wykorzystywanych paliw. Najwigk-
sze zasoby wegla, a takze najwigksze zaktady przemysto-
we, bedace odbiorca koksu, znajduja si¢ na potudniu Pol-
ski, gléownie na Slasku. W procesach wehodzacych w sktad
technologii wytwarzania koksu powstaje znaczna ilo$¢ $cie-
kow, ktorych oczyszczanie stanowi istotny problem tech-
nologiczny, poniewaz zawieraja one — oprocz znacznego
fadunku azotu amonowego (przy praktycznym braku fosfo-
ranow) — cyjanki, rodanki, siarkowodor, tiosiarczany i siar-
czany(I'V), wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne,
fenole, smoty i oleje, a takze niewielkie ilosci metali §la-
dowych. Taki sktad $ciekow, jak np. podany w tabeli 1 [1],
jest wysoce szkodliwy dla mikroorganizmoéw i uniemozli-
wia w duzej mierze wykorzystywanie metod biologicznych
do ich oczyszczania [2].

Oczyszczanie $ciekow koksowniczych jest procesem
skomplikowanym, a wlaczenie do uktadu technologiczne-
go metod biologicznych musi by¢ poprzedzone podczysz-
czeniem $cickow metodami fizyczno-chemicznymi [3].
Dopiero usunigcie zawiesin, zanieczyszczen koloidalnych,
znacznej czgsci siarczkow i cyjankow oraz refrakcyjnych
zwigzkoéw organicznych, uznawanych za inhibitory pro-
cesOw biologicznych, umozliwia skuteczne oczyszczanie
tych $ciekow metodami biologicznymi [4].

Ze wzgledu na znaczny tadunek azotu amonowego,
ktorym charakteryzuja si¢ Scieki koksownicze, dostrzezo-
no mozliwo$¢ wykorzystania procesu Anammox (ANaero-
bic AMmonium OXidation) do ich biologicznego oczysz-
czania. Proces ten umozliwia usuwanie znacznych ilosci
azotu amonowego w sposob tanszy i skuteczniejszy niz
tradycyjna kombinacja proceséw nitryfikacji i denitryfi-
kacji. Anammox to proces umozliwiajacy przeprowadze-
nie azotu w formie jonu amonowego do azotu gazowego.
Byt on przewidywany w obliczeniach termodynamicznych
juz od lat siedemdziesiatych ubieglego wieku [5], jednak
jego istnienie udowodniono dopiero w latach 90. XX w.
i wowczas rozpoczeto szeroko zakrojone badania nad
identyfikacja bakterii zdolnych do jego prowadzenia [6].
Ze wzgledu na trudno$¢ badania takich bakterii w labo-
ratorium na podlozach bakteriologicznych, najskutecz-
niejsza droga ich identyfikacji i analiz s3 metody biologii
molekularnej. Jednym z najbardziej uzytecznych narzedzi
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Tabela 1. Charakterystyka $ciekdw koksowniczych [2]
Table 1. Coke wastewater characteristics [2]

Wskaznik, jednostka Wartosé
Temperatura, °C 36
pH 7,5+9,1
Fenole lotne, g/m3 260+3000
Amoniak lotny, gNH,*/m?3 110+900
Azot amonowy, gNH,*/m?3 980+6500
Rodanki, gCNS~/m?3 100+1500
Cyjanki, gCN-/m3 10+100
Siarczki, gH,S/m?3 10+600
Chlorki, gCI-/m?3 1640
Siarczany, gS042/m3 1480
Tiosiarczany, gS,032/m?3 290
Oleje i smoty, g/m3 100+240
Utlenialno$é, gO,/m3 2500+10000

biologii molekularnej, pozwalajacym monitorowac zmiany
genotypowe zachodzace w uktadach technologicznych, jest
metoda PCR-DGGE (polymerase chain reaction — dena-
turing gradient gel electrophoresis) [7]. Laczy ona ampli-
fikacje metoda tancuchowej reakcji polimerazy z uzyciem
ogo6lnych i/lub specyficznych dla grupy bakteryjnej starte-
row z elektroforezg w gradiencie czynnika denaturujacego.
Na matrycy catkowitego DNA bakteryjnego, izolowanego
ze $srodowiska, amplifikuje si¢ fragment DNA o okreslonej
starterami dlugosci. Uzyskuje si¢ w ten sposob mieszaning
fragmentoéw o tej samej dtugosci, ale rdznigcg si¢ sekwen-
cja nukleotydoéw, poniewaz w probce znajduje si¢ znaczna
liczba odmiennych genotypoéw bakteryjnych. Kazdy z tych
genotypdw ma inng, zalezng od liczby wigzan wodorowych,
temperaturg topnienia DNA. Dodatkowo w procesie ampli-
fikacji dotaczany jest do amplikonoéw tzw. ogon GC, frag-
ment okoto 30+40 par zasad GC o wysokiej temperaturze
topnienia, zapobiegajacy w trakcie rozdzialu elektrofore-
tycznego calkowitemu rozdzieleniu nici materialu gene-
tycznego. Rozdzial mieszaniny produktow PCR nastepuje
w elektroforezie poliakryloamidowej, z utworzonym pod-
czas wylewania zelu gradientem stgzenia substancji dena-
turujacej DNA — mocznikiem. W efekcie uzyskuje si¢ wzor
prazkow DNA w probcee (fingerprint), rézniacy si¢ tempera-
turg topnienia i obrazujacy ztozono$¢ genotypowa probki.
Wzory prazkéw mozna porownywaé miedzy soba, a po-
jedyncze, dobrze oddzielone prazki DNA mozna wycina¢
z zelu i poddawac identyfikacji przez sekwencjonowanie.
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Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie bio-
roznorodnos$ci i zmienno$ci mikroorganizmoéw tworzacych
btone biologiczng w zlozu tarczowym, oczyszczajacym
modelowe $cieki koksownicze, ze szczegolnym uwzgled-
nieniem grupy bakterii Anammox. W badaniach nad struk-
turag biocenozy bakterii oczyszczajacych Scieki koksow-
nicze wykorzystano model zloza tarczowego, poniewaz
taki uktad technologiczny wykazuje znaczng skuteczno$é¢
w oczyszczaniu $ciekow, charakteryzowanych jako trud-
ne do oczyszczania biologicznego. Biofilm, tworzacy sig¢
na powierzchniach kontaktujacych si¢ ze Sciekami, skta-
da si¢ ze znacznej liczby bakterii nalezacych do réznych
grup fizjologicznych, pracujacych zaréwno w warunkach
tlenowych, jak i beztlenowych [8]. Taka wspotpraca jest
mozliwa dzigki wytworzeniu si¢ warunkow anoksycznych
i beztlenowych w poszczegdlnych warstwach biofilmu na
tarczach zloza. Biofilm bakteryjny, wytworzony w cza-
sie pracy ztoza na jego tarczach, jest oporny na dziatal-
nie szkodliwych substancji zawartych w $ciekach. Praw-
dopodobnie wynika to z faktu swoistego wspoldziatania
r6znych grup mikroorganizméw tworzacych btone biolo-
giczna, ktore majg zdolno$¢ wytwarzania réznego rodzaju
substancji zewnatrzkomorkowych (EPS — extracellular po-
lymeric substances) chronigcych cate konsorcjum. Dlatego
tez ztoze biologiczne jest cieckawym obiektem nie tylko
badan technologicznych, ale réwniez ekologicznych mi-
kroorganizmow.

Materiaty i metody

Charakterystyka uktadu technologicznego
i prébek do badan

Badania prowadzono przez 8 miesigcy na laboratoryj-
nym modelu ztoza tarczowego skladajacego si¢ z trzech
komor potaczonych szeregowo. Pierwsza komora zloza
zasilana byta w sposob ciagly $ciekami modelowymi za
pomoca pompy perystaltycznej, a nastgpnie Scieki przepty-
waly grawitacyjnie przez kolejne komory. W celu utrzyma-
nia statej temperatury oraz w celu ograniczenia dopltywu
$wiatla, aby zapobiec rozwojowi glondw i niekorzystnemu
wpltywowi promieniowania UV na bakterie Anammox,
ztoze zostato przykryte styropianowa pokrywa. Parametry
ztoza biologicznego przedstawiono w tabeli 2, natomiast
sktad $ciekow modelowych zawierajacych fenol (z zacho-
waniem proporcji sktadnikow $ciekow koksowniczych)
podano w tabeli 3.

Tabela 2. Parametry biologicznego ztoza tarczowego
Table 2. Rotating biological contactor parameters

Parametr, jednostka Wartosé
Liczba komér 3
Liczba tarcz w komorze 4
Catkowita liczba tarcz 12
Srednica tarczy, m 0,225
Catkowita powierzchnia dostepna 261
dla mikroorganizméw, m?2 ’
Zanurzenie tarcz, % 41
Objetosé czynna ztoza, m3 0,014

Tabela 3. Charakterystyka sciekéw modelowych
Table 3. Synthetic wastewater characteristics

Sktadnik Zawarto$é, g/m3
NH,CI 3500
KHoPO, 83
CH3COONa 1300
CeHsOH 150
NaHCO; 7000

Skuteczno$¢ pracy uktadu modelowego kontrolowa-
no wykonujac oznaczenia chemicznego zapotrzebowania
na tlen (ChZT) (standardowa metodg dwuchromianowg),
fenoli (za pomocy testow kuwetowych Merck nr 114551),
azotu amonowego (metodg bezposredniej nessleryzacji),
azotanow(Ill) (metoda kolorymetryczng z kwasem sulfa-
nilowym i a-naftyloaming) i azotanéw(V) (metoda z dime-
tylofenolem), a takze mierzac warto$¢ strumienia objetosci
doplywajacych $ciekoéw, temperatury i pH (pH-metr WTW
pH 340i) oraz zawarto$¢ tlenu rozpuszczonego (tlenomierz
WTW Oxi 340i). Probki do badania PCR-DGGE pobierano
w objetosci 20 cm?, a izolacje DNA prowadzono na mate-
riale catkowicie wymieszanym, pochodzacym ze wszyst-
kich komér ztoza, dzicki czemu zapewniono dobrg izolacje
DNA wszystkich grup fizjologicznych obecnych z btonie
biologicznej. Materiat biologiczny zamrozono w tempera-
turze —45°C w sterylnych probowkach do pdzniejszej izo-
lacji DNA.

Izolacja DNA bakteryjnego i amplifikacja metodg PCR

Izolacje catkowitego DNA bakteryjnego prowadzono
metoda mechaniczng z uzyciem szklanych kulek o rdznej
Srednicy. Material biologiczny intensywnie wytrzasano
w celu zapewnienia jego homogenicznosci, a nastgpnie
pobierano probke o masie 0,2 g i ptukano trzykrotnie bu-
forem 1xPBS (phosphate buffer saline, pH=7,4) w celu
usunigcia inhibitorow reakcji PCR i innych potencjalnych
zanieczyszczen. Probki wirowano (1 min, 13 tys. obr./min)
i zawieszano w buforze ekstrakcyjnym (100 mM Tris-HCI,
100mM EDTA, 1,5M NaCl, pH=38,0), dodajac jednocze-
$nie po 150 mg szklanych kulek o $rednicach 1,25+1,55 mm
i 0,4-0,6mm (Roth, Germany). Material zawieszano
W roztworze przez silne mieszanie, a nastgpnie wytrzasano
w pozycji horyzontalnej (20 min, 1400 obr./min) w termo-
mikserze (Eppendorf) w celu zwigkszenia powierzchni wy-
trzasania. Nastepnie dodawano 200 ul 10% SDS i inkubo-
wano w temperaturze 65°C przez 30 min z wytrzasaniem.
Probki wirowano dwukrotnie (10min, 13tys.obr./min),
a ciecz nadosadowa przenoszono w objetosci 500 ul na
kolumny krzemionkowe (A& A Biotechnology). Kolum-
n¢ wirowano (1min, 13tys.obr./min), a nastgpnie DNA
zasocjowane na ztozu przemywano dwukrotnie roztwo-
rem SEWS, zawierajacym 70% etanol (MP Biomedicals).
DNA wymywano z kolumny sterylna woda zdejonizowang
i przechowywano w stanie zamrozonym (—20°C).

Amplifikacje metoda PCR prowadzono na genie ko-
dujacym 16S rRNA, uznawanym za uniwersalny marker
bakteryjny do badan nad mikroorganizmami, z uzyciem
starterow 968f-GC i1 1401r [9] (analiza wszystkich bakterii
w biofilmie) oraz Pla46f-GC i 518r (analiza bakterii Anam-
mox) [10]. Sekwencje starterow przedstawiono w tabeli 4.
Mieszanina reakcyjna o objetosci 30 ul zawierata konco-
we stezenie nastepujacych odczynnikéw: 1,5 U polimerazy
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Tabela 4. Sekwencje starteréw 968f-GC i 1401 R [9]
oraz Pla46f-GC i 518r [10]
Table 4. Sequences of 968f-GC/1401 R [9]
and Pla46f-GC/518r PCR primers [10]

Starter Sekwencja 5-3’
968f-GC* AACGCGAAGAACCTTAC [9]
1401r CGGTGTGTACAAGGCCC [9]
Pla-46f-GC* GATTAGGCATGCAAGTC [10]
518r ATTACCGCGGCTGCTG [10]

*sekwencja ogona GC:
5 GCCCGGGGCGCCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG 3’

(TAQ GoFlexi firmy Promega dla starteréw 968f-GC/1401r
oraz EconoTAQ firmy Lucigen dla starterow Pla46f-
-GC/518r), 1 xstezony bufor do polimerazy, 2mM chlor-
ku magnezu, 5pmoli/ul kazdego startera oraz 20 pmol/ul
roéwnomolowej mieszaniny nukleotydow. Matryca DNA
byto catkowite DNA bakteryjne w ilosci 0,2 ng/pl. Reakcje
PCR przeprowadzono w termocyklerze C-1000 (BioRad).
Schematy reakcji PCR przedstawiono w tabeli 5. Ewalu-
acji jakosci produktu dokonano metoda elektroforezy aga-
rozowej w zelu 0,8% (m/v, Promega) z bromkiem etydyny
(10mg/cm?, Promega) w obecno$ci markera masy mole-
kularnej 1kb Ladder (Promega). Rozdziat prowadzono
w buforze 1 xTBE (Tris, kwas borowy, EDTA, pH=8,0)
przez 30 min pod napieciem 70 V. Produkt wizualizowano
w Swietle UV.

Tabela 5. Schemat reakcji PCR dla starterow 968f-GC i 1401 R [9]
oraz Pla46f-GC i 518r [10]
Table 5. PCR program for 968f-GC/1401 R [9]
and Pla46f-GC/518r primers [10]

Starter
Reakeja PCR 968-GC Pla46f-GC
i 1401 R [9] i 518r [10]
Predenaturacja 94°C/5min 94°C/5min
Denaturacja 94°C/min 94°C/min
Annealing 53°C/min %30 53°C/min x30
Elongacja 72°C/min 72°C/2min
gﬁ’)’:}g‘;‘gj@ 72°C/10min 72°C/7min

Rozdziat produktéow PCR w gradiencie denaturacji

Rozdzielenie mieszaniny produktow reakcji PCR dhu-
gosci okoto 500 par zasad, bedacych fragmentami genu ko-
dujacego 16S rRNA wszystkich bakterii (startery 968f-GC
i 1401r) oraz bakterii grupy Anammox (Pla-46f-GC i 518r)
metoda elektroforezy w gradiencie denaturacji przeprowa-
dzono w Zelu poliakryloamidowym o st¢zeniu 8% (v/v),
uformowanym w taki sposob, ze zawieral gradient czynni-
ka denaturujacego (mocznik, Fluka) w zakresie 30+60%.
Reakcje prowadzono w systemie Dcode Mutation Detec-
tion System (BioRad), wypelionym buforem 1xTAE
(Tris, kwas octowy, EDTA, pH=8,0) przez 12h w tempe-
raturze 60°C pod napigciem 55 V. Zel po rozdziale barwio-
no z uzyciem wodnego roztworu barwnika SYBR Gold
(1:10000, Invitrogen) przez 30 min, a nastgpnie wyphuki-
wano nadmiar barwnika wodg destylowana przez 30 min.
Wizualizacje, archiwizacje¢ i analiz¢ densytometryczna zelu
przeprowadzono wykorzystujac program Quantity One 1D
Software (BioRad). W oparciu o dane densytometryczne
obliczono wskaznik bior6znorodnosci Shannona [11].

Wyniki badan

Poniewaz proces Anammox jest bardzo wrazliwy na
spadki temperatury, ztoze tarczowe pracowato w tempera-
turze 20,8+2,3°C, co jest temperatura znacznie nizszg niz
optymalna (37°C). Pomimo, ze $cieki koksownicze maja
z reguty podwyzszong temperature, to jednak w okresie
zimowym charakteryzuja si¢ one spadkiem temperatury
nawet o 15°C. W efekcie temperatura $ciekéw doplywa-
jacych do reaktora biologicznego moze osigga¢ wartoSci
nawet ponizej 25°C [12]. Dodatkowo, ze wzgledu na inten-
sywne parowanie, ztoze tarczowe narazone jest na znaczne
wychtodzenie. W ostatnim czasie kilku autoré6w pokazato
mozliwo$ci prowadzenia procesu Anammox w tempe-
raturach znacznie nizszych od optimum [13-15]. Jednak
w badaniach tych nie wykazano obecnosci dodatkowych
czynnikow toksycznych, ktore mogltyby hamowac ten pro-
ces. Z tego wzgledu zdecydowano si¢ prowadzi¢ badania
w tzw. temperaturze pokojowej. Warto§¢ pH w doptywie
byta stosunkowo stata i wynosita 8,3+0,3. W tabeli 6 ze-
brano wyniki analiz i pomiaréw prowadzonych w odste-
pach tygodniowych, natomiast na rysunku 1 przedstawiono
skutecznos$¢ usuwania azotu amonowego i fenolu w trakcie
trwania calego eksperymentu.

Material bakteriologiczny pobierano z tarcz ztoza, izo-
lowano catkowite bakteryjne DNA, ktoére nastepnie am-
plifikowano z uzyciem starterow dla wszystkich znanych
bakterii oraz bakterii prowadzacych proces Anammox.
Rozdziat tych fragmentéw prowadzono metoda DGGE,
a wybarwiony fluorescencyjnie zel obserwowano w $wie-
tle UV i archiwizowano zdjecia. Monitoring zmiennosci
wszystkich bakterii w zlozu tarczowym w trakcie trwa-
nia eksperymentu, prowadzony metoda DGGE przed-
stawiono na rysunku 2, natomiast obraz produktow PCR
uzyskanych z uzyciem starterow Pla-46f-GC i 518r oraz
wzor prazkéw po ich rozdziale w DGGE pokazano na ry-
sunku 3. Na rysunku 4 zaprezentowano zmiany indeksu
bioréznorodnosci Shannona obliczone w oparciu o obraz
DGGE z rysunku 2.

Tabela 6. Charakterystyka parametréow doptywu i pracy
ztoza tarczowego
Table 6. Influent feed and operating parameter characteristics
of rotating biological contactor

Odch.

Wskaznik, jednostka Sr. Min. Maks. stand.

Azot amonowy, gNH4"/m3 754,3 | 488,4 |1130,1| 186,2

Usuwanie azotu amon., % 48,6 4.4 86,6 23,6

ChZT, gOy/m?3 1205 | 200 | 2750 | 689
Zmniejszenie ChZT, % 50,0 11,6 85,7 14,9
Fenol, g/m?3 150,3 | 18,0 | 206,0 | 47,7
Usuwanie fenolu, % 95,7 69,7 99,8 6,9
Strumien objetosci, dm3/d 3,1 1,87 3,65 0,4
Czas przetrzymania, d 4.2 7.4 3,8 0.6

Temperatura w reaktorze, °C | 20,8 18,4 26,3 2,3

pH w doptywie 8,3 8,0 8,79 0,3
pH w reaktorze 8,4 7,9 8,69 0,3
pH w odptywie 7.1 5,0 9,2 1,4
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Dyskusja wynikow

W trakcie badan nad oczyszczaniem modelowych Scie-
kow koksowniczych w ztozu tarczowym uzyskano wysoki
i bardzo stabilny stopien usunig¢cia azotu amonowego wy-
noszacy 95,943,7% przez caly czas trwania eksperymen-
tu (rys. 1). Usuwanie azotu ogdlnego wynosilo natomiast
srednio 48,6+23,6%, jednak nie bylo stabilne w calym
czasie badan. Przez pierwsze 250d badan usuwanie azo-
tu bylto niestabilne i $rednio wynosito jedynie 44+21,5%.
W tym czasie usuwanie azotu bylo zwigzane w gtownej
mierze z procesem denitryfikacji. W poczatkowym etapie
pracy zloza biologicznego obserwowano nagromadze-
nie azotanow(IIl), ktérych zawarto$¢ przekraczata nawet
300gNO5/m>. Takie duze ilosci, utrzymujace si¢ przez
dhuzszy czas, byly takze czynnikiem niesprzyjajacym
rozwojowi bakterii Anammox w zlozu. W literaturze sa
bardzo duze rozbieznosci dotyczace ilosci azotandw(III)
dziatajacych toksycznie w procesie Anammox, jednak
przyjmuije sie, ze zawarto$¢ >70 gNO;/m? utrzymujaca sie
przez dtuzszy czas powoduje catkowita inhibicje procesu
Anammox [16]. W koncowym czasie badan obserwowa-
no zmniejszenie ilosci azotanow(I1I) i jednoczesnie wzrost
skuteczno$ci usuwania azotu ogélnego, ktora w koncowym
etapie badan wynosita 82+5,9%. Jednoczes$nie zaobserwo-
wano, ze azot byt usuwany gtéwnie w drugiej komorze zto-
za biologicznego, podczas gdy zawarto$¢ fenolu 1 wartos¢
ChZT byly zmniejszane w pierwszej komorze. Zbyt maty
stosunek zmniejszenia wartosci ChZT do ilosci usunigtego
azotu w drugiej komorze zloza sugeruje, ze za usuwanie
azotu odpowiedzialny byl w tym okresie proces Anammox.
Usuwanie fenolu utrzymywalo si¢ na bardzo wysokim po-
ziome w trakcie catego czasu prowadzenia badan i wyno-
silo $srednio 95,7+6,9% (rys. 1), natomiast zmniejszenie
warto$ci ChZT w trakcie trwania eksperymentu wynosito
$rednio jedynie 50,0+24,9%.

Warto zwréci¢ uwage, ze awaria pompy w uktadzie
(miedzy 45. a 59. doba eksperymentu) spowodowata dra-
styczne zmniejszenie skutecznosci procesu usuwania azotu
w ztozu tarczowym, co miato odzwierciedlenie w strukturze
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Rys. 1. Skuteczno$¢ usuwana fenolu i azotu amonowego
w ztozu tarczowym w trakcie trwania eksperymentu
Fig. 1. Phenol and ammonia nitrogen removal efficacy
in rotating biological contactor during experiment

biocenozy zloza (rys.2 i 3), gdzie stwierdzono zmiang
jako$ciowa we wzorach prazkow, a w przypadku bakterii
Anammox zanik produktu PCR (rys. 3A).

di3 d31 das5 d52 ds59 d155 d150 dz245 d238

r

» ) |
Rys. 2. Monitoring zmiennosci wszystkich bakterii
w ztozu tarczowym — obraz w $wietle UV rozdziatu
metodg DGGE fragmentéw PCR o dtugosci 500 pz
amplifikowanych z uzyciem starteréw 968f-GC i 1401r
Fig. 2. Monitoring of total bacterial variability
in RBC — UV image of DGGE separation of 500 bp PCR
fragments amplified with 968f-GC and 1401r primers
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Rys. 3. Monitoring zmiennosci bakterii Anammox w ztozu
tarczowym — obraz w $wietle ultrafioletowym (A — produkty PCR
(M — marker masy molekularnej 1kb Ladder, Promega),

B — rozdziat metodg DGGE fragmentéw PCR o dtugosci 500 pz
amplifikowanych z uzyciem starterow Pla-46f-GC i 518r)
Fig. 3. Monitoring of Anammox bacteria variability in RBC — UV
image: (A) PCR products, (M) — molecular weight marker,
1kb Ladder (Promega), (B) DGGE separation of 500bp PCR
fragments amplified with Pla-46f-GC and 518r primers
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Aby wykazac réznice¢ w strukturze biocenozy biofilmu
podjeto probe analizy sktadu genotypowego z uzyciem
elektroforezy w gradiencie denaturacji (DGGE) poprze-
dzonej amplifikacja PCR. Wynika to z faktu, ze ampliko-
ny PCR pochodzg ze wszystkich genotypoéw bakteryjnych
obecnych w uktadzie, o ile zawieraja one gen markerowy.
Najlepszy wynik monitorowania ukladow technologicz-
nych uzyskuje si¢ z uzyciem markera molekularnego w po-
staci genu kodujacego 16S rRNA. Jest to czastka duza,
stabilna funkcjonalnie i wystepujaca u wszystkich bakte-
rii, dzigki czemu z jej uzyciem mozna monitorowac sktad
i zmienno$¢ calej biocenozy bakteryjnej uktadu technolo-
gicznego. Dodatkowo mozliwe jest wykorzystanie starte-
réow charakterystycznych jedynie dla okreslonej podgrupy
bakterii, w tym przypadku Anammox, odpowiedzialnych
za beztlenowe usuwanie azotu amonowego.

Wielkos¢ amplikonow genu kodujacego 16S rRNA
przygotowanych do badan zalezy od celu eksperymen-
tu, do ktérego si¢ go uzywa [17]. W tym badaniu wyko-
rzystano fragmenty PCR o dtugosci ok. 500pz zaréwno
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w przypadku ogoélnej liczby bakterii, jak i grupy bakterii
Anammox. Sktad jako$ciowy bakterii w ztozu tarczowym
byt porownywalny w przypadku obu par starterow uzytych
w eksperymencie. Warto jednak wspomniec¢, ze amplikony
genu kodujacego 16S rRNA dla bakterii Anammox nie sg
jednakowej jakosci w trakcie trwania catego eksperymentu
(rys. 3A). Amplikony z prébek uzyskanych w 13.1 31. do-
bie oraz w czasie od 155. do 298. doby byly zdecydowanie
bardziej intensywne niz probki w 45., 52.159. dobie ekspe-
rymentu. Mimo iz wynikow elektroforezy agarozowej nie
powinno si¢ analizowac ilosciowo lecz jakosciowo, w tym
przypadku warto jednak zastanowi¢ sig, czy bardzo staba
amplifikacja w przypadku probek w 45., 52.159. dobie eks-
perymentu (pomimo poréwnywalnej jako$ci matrycowego
DNA; dane nie zostaly przedstawione w tej publikacji) nie
wskazywataby na zdecydowane zmniejszenie liczebnoS$ci
bakterii Anammox w uktadzie w tym czasie trwania ekspe-
rymentu, a nastgpnie stopniowy wzrost liczby tych mikro-
organizmoéw w dalszym etapie badan. Bakterie Anammox
mnozg si¢ zdecydowanie wolniej niz inne mikroorganizmy,
a czas ich podwojenia wynosi okoto 11d. Wykazano jed-
nocze$nie, ze czas namnazania bakterii Anammox zalezy
w duzej mierze od ich przynaleznosci systematycznej. Au-
torzy pracy [18] wykazali, ze pomimo ustalenia czasu po-
dwojenia tych bakterii w uktadzie membranowym na pozio-
mie rownym 11d 1 8d, przy wieku osadu odpowiednio 16d,
a nastepnie 12d, to w przypadku bakterii z rodzaju Kue-
nenia czas ich podwojenia moze wynosi¢ zaledwie okoto
3d. Stad przypuszczenie, ze czg$¢ biocenozy zawierajaca
bakterie prowadzace proces Anammox zostala drastycznie
zubozona i potrzebowata znacznego czasu na odbudowg po
zadziataniu czynnika $rodowiskowego (prawdopodobnie
tym czynnikiem byta awaria pompy, skutkujgca nagroma-
dzeniem azotandow(IIl) w uktadzie). Jakos$¢ produktu PCR
przektada si¢ jednoczesnie na jakos$¢ rozdziatu w gradien-
cie czynnika denaturujacego i prazki uzyskane w przypad-
ku probek w 45., 52. 1 59. dobie eksperymentu byly bardzo
stabe. Dlatego zdjecie bedace efektem elektroforezy jest
stosunkowo stabej jakos$ci i nie oszacowano poziomu bio-
r6znorodnosci w tych probkach, gdyz wyniki odstawatyby
znaczaco od reszty analiz (rys. 3B).

Analiza zmiennos$ci genotypow bakteryjnych prowa-
dzona metoda DGGE na amplikonach PCR wygenerowa-
nych z uzyciem starterow 968f-GC i 1401r pozwala wnio-
skowat, ze bioroznorodnos$¢ zbiorowiska w trakcie trwania
eksperymentu byt stabilna (oscylowala w okolicach warto-
$ci 2), czyli byta to biocenoza przeci¢tnie bogata genoty-
powo (rys. 4). Zmienno$¢ tego zbiorowiska bakteryjnego
byta jednak jako$ciowa, nowe genotypy pojawialy si¢ od
probki pobranej w 52. dobie eksperymentu. Jest mozliwe,
ze ten sam czynnik (awaria pompy), ktory prawdopodob-
nie spowodowat znaczne zubozenie biocenozy Anammox,
byt rowniez powodem zmiany jakosciowej w sktadzie ge-
notypowym ogdlnej biocenozy bakteryjnej. Zmiana ta na-
stapita jednak dopiero w 52. dobie eksperymentu (rys. 2),
a w przypadku bakterii Anammox juz w 45. dobie ekspe-
rymentu. Mozliwe, ze wynikato to z wyzszej niz u innych
bakterii tej biocenozy wrazliwosci bakterii Anammox na
czynniki §rodowiskowe.

Warto zwrdci¢ uwage na rysunku 2 na nagromadzenie
materiatu w dolnej czgsci zelu DGGE. Pierwotnie zatozo-
no, ze rozdziat DGGE trwat zbyt krotko (10h), stad nagro-
madzenie nierozdzielonego materialu w dolnej czgsci zelu.
Zdecydowano si¢ wiec wydtuzy¢ czas rozdziatu do 12 h. Po
trzykrotnej probie rozdziatu amplikonow PCR w dhuzszym
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Rys. 4. Wskaznik réznorodnosci Shannona wszystkich bakterii
w ztozu tarczowym oszacowany w oparciu o rozdziat metoda
DGGE fragmentéw PCR o dlugosci 500 pz amplifikowanych
z uzyciem starterow 968f-GC i 1401r

Fig. 4. Shannon diversity index for all bacteria in RBC estimated
on the basis of DGGE separation of 500bp PCR fragments
amplified with 968f-GC and 1401r primers

czasie obraz zelu uzyskany po rozdziale i barwieniu byt
powtarzalny. Rowniez zmiana polimerazy z Go Flexi TAQ
(Promega) na EconoTAQ (Lucigen) nie data poprawy ob-
razu, mimo ze polimeraza EconoTAQ lepiej poradzita so-
bie z amplifikacja fragmentow genu kodujacego 16S rRNA
w przypadku bakterii Anammox. Na podstawie takiego
wyniku zatozono, ze polimeraza typu TAQ w obu przy-
padkach amplifikowata genotypy z wigkszg zawartoScig
par GC (dolna czg$¢ zelu, o wigkszej zawartosci mocznika)
w zwielokrotnionej formie lub jako niespecyficzny produkt
PCR i nie bylo mozliwe jego rozdzielenie w gradiencie
denaturacji w takim zakresie. Dalszy etap badan zaklada
wykorzystanie innych typéw polimeraz (np. typu proofre-
ading) oraz zmiang gradientu stezenia mocznika w celu
sprawdzenia zatozonych hipotez.

W przeciwienstwie do ogolnej liczby bakterii wsrod
genotypow bakterii prowadzacych proces Anammox prze-
wazaty genotypy ubozsze w pary GC (goérna czegsé zelu,
0 mniejszej zawarto$ci mocznika). Jednak ze wzgledu na
stabszg jakos¢ produktow uzyskanych w tej amplifikacji
nie mozna bylo oszacowaé poziomu bioréznorodnosci.
W oparciu o wezesniejsze stwierdzenie dotyczace iloscio-
wego szacowania produktu amplifikacji PCR (rys. 3A)
mozna zalozy¢, ze bioréznorodnos¢ tych bakterii prawdo-
podobnie zwigkszala si¢ w czasie trwania eksperymentu.

Whioski

¢ Biologiczne zloze tarczowe stanowi dobry uktad
technologiczny do oczyszczania $ciekow zawierajacych
substancje szkodliwe (np. fenol), do ktorych naleza $cieki
koksownicze.

¢ Gen kodujacy 16S rRNA sprawdza si¢ jako marker
w analizach zmiennosci biofilmu ztoza tarczowego, zarow-
no do szacowania zmian w ogo6lnym sktadzie bakteryjnym,
jak i sktadzie bakterii Anammox.

¢ W oparciu o wyniki rozdziatu amplikonéw PCR me-
toda elektroforezy agarozowej mozna zatozy¢, ze bakterie
Anammox zostaly usuni¢te z systemu i pojawily si¢ znow
w rosngcej w czasie liczbie od 59. doby eksperymentu.
Taka luka w ich obecnosci w ukladzie moze $wiadczy¢
o wplywie czynnika $rodowiskowego, jakim byta awaria
pompy prowadzaca do nagromadzenia azotanow(III) spo-
walniajacych proces i wspiera wezesniejsze dane bibliogra-
ficzne dotyczace dlugiego czasu podwojenia komoérek tych
bakterii. We wzorze ogoélnej bioréznorodnosci réwniez
obserwowano w tym czasie zmiang jako$ciowg biocenozy.
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¢ Poziom bioréznorodnosci w ztozu tarczowym w trak-
cie eksperymentu byl wzglednie staly, biocenoza nalezata
do $rednio bogatych genotypowo. Jednakze pomimo stabil-
nego poziomu bior6znorodnosci zachodzity w niej zmiany
jakosciowe.

¢ Mozna przypuszczacé, ze polimerazy typu TAQ ampli-
fikuja cze$¢ materialu ze ztoza tarczowego w sposob nie-
specyficzny, nieulegajacy rozdzialowi w gradiencie czyn-
nika denaturujacego. Konieczne moze by¢ wykorzystanie
innego typu polimerazy (np. proofreading) i/lub zmiana
stezenia denaturanta w zelu DGGE.

Badania wykonano w ramach grantu Ministerstwa Na-
uki i Szkolnictwa Wyzszego nr NN 523 5621 38 na sprzecie
zakupionym w ramach projektu Slgska BIO-FARMA. Cen-
trum Biotechnologii, Bioinzynierii i Bioinformatyki, EFRR
PO IG, 2007-2013.
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Abstract: High ammonia nitrogen load of coke plant
wastewater provided an opportunity to use the Anam-
mox (ANaerobic AMmonium OXidation) process for its
biological treatment. Biodiversity and variability of mi-
croorganisms in rotating biological contactor (RBC) bio-
film treating synthetic coke wastewater was analyzed in
the eight-month experiment with the main focus on the
Anammox bacteria. Using PCR-DGGE (polymerase chain
reaction — denaturing gradient gel electrophoresis) it was
shown that the RBC biofilm was populated by Anammox

bacteria. Possibly, an unknown environmental factor (prob-
ably nitrate(IIT) build-up) caused significant decrease in
Anammox bacteria number, leading to a qualitative change
in the total bacterial community structure at the same time.
However, despite qualitative changes the bacterial biodi-
versity level remained relatively constant during the course
of the experiment. On the basis of the obtained results it
may be assumed that TAQ polymerases amplify part of
DNA material from the RBC in a non-specific manner and
this material is not separated properly in denaturing gra-
dient. Use of other type of polymerase (e.g. proofreading)
and/or change of DGGE gradient is presumed necessary as
a solution to this problem.

Keywords: Anammox bacteria, 16S rRNA coding
gene, genotypic monitoring, industrial wastewater.



