
Vol. 36 2014 Nr 1

Aleksandra Ziembińska-Buczyńska, Grzegorz Cema, Marta Kalbarczyk, Sebastian Żabczyński

Wykorzystanie metody PCR-DGGE do badania
zmienności genotypowej bakterii zasiedlających złoże tarczowe

oczyszczające modelowe ścieki koksownicze

Dr A. Ziembińska-Buczyńska, dr inż. G. Cema, mgr inż. M. Kalbarczyk, 
dr inż. S. Żabczyński: Politechnika Śląska, Wydział Inżynierii Środowiska 
i Energetyki, Katedra Biotechnologii Środowiskowej, ul. Akademicka 2, 
44-100 Gliwice, aleksandra.ziembinska-buczynska@polsl.pl

Węgiel kamienny oraz koks, powstający w wyniku 
przemysłowego wygrzewania tego surowca, są w Polsce 
jednymi z najczęściej wykorzystywanych paliw. Najwięk-
sze zasoby węgla, a także największe zakłady przemysło-
we, będące odbiorcą koksu, znajdują się na południu Pol-
ski, głównie na Śląsku. W procesach wchodzących w skład 
technologii wytwarzania koksu powstaje znaczna ilość ście-
ków, których oczyszczanie stanowi istotny problem tech-
nologiczny, ponieważ zawierają one – oprócz znacznego 
ładunku azotu amonowego (przy praktycznym braku fosfo-
ranów) – cyjanki, rodanki, siarkowodór, tiosiarczany i siar-
czany(IV), wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne, 
fenole, smoły i oleje, a także niewielkie ilości metali śla-
dowych. Taki skład ścieków, jak np. podany w tabeli 1 [1],
jest wysoce szkodliwy dla mikroorganizmów i uniemożli-
wia w dużej mierze wykorzystywanie metod biologicznych 
do ich oczyszczania [2].

Oczyszczanie ścieków koksowniczych jest procesem 
skomplikowanym, a włączenie do układu technologiczne-
go metod biologicznych musi być poprzedzone podczysz-
czeniem ścieków metodami fi zyczno-chemicznymi [3]. 
Dopiero usunięcie zawiesin, zanieczyszczeń koloidalnych, 
znacznej części siarczków i cyjanków oraz refrakcyjnych 
związków organicznych, uznawanych za inhibitory pro-
cesów biologicznych, umożliwia skuteczne oczyszczanie 
tych ścieków metodami biologicznymi [4].

Ze względu na znaczny ładunek azotu amonowego, 
którym charakteryzują się ścieki koksownicze, dostrzeżo-
no możliwość wykorzystania procesu Anammox (ANaero-
bic AMmonium OXidation) do ich biologicznego oczysz-
czania. Proces ten umożliwia usuwanie znacznych ilości 
azotu amonowego w sposób tańszy i skuteczniejszy niż 
tradycyjna kombinacja procesów nitryfi kacji i denitryfi -
kacji. Anammox to proces umożliwiający przeprowadze-
nie azotu w formie jonu amonowego do azotu gazowego. 
Był on przewidywany w obliczeniach termodynamicznych 
już od lat siedemdziesiątych ubiegłego wieku [5], jednak 
jego istnienie udowodniono dopiero w latach 90. XX w.
i wówczas rozpoczęto szeroko zakrojone badania nad 
identyfi kacją bakterii zdolnych do jego prowadzenia [6]. 
Ze względu na trudność badania takich bakterii w labo-
ratorium na podłożach bakteriologicznych, najskutecz-
niejszą drogą ich identyfi kacji i analiz są metody biologii 
molekularnej. Jednym z najbardziej użytecznych narzędzi

biologii molekularnej, pozwalającym monitorować zmiany 
genotypowe zachodzące w układach technologicznych, jest 
metoda PCR-DGGE (polymerase chain reaction – dena-
turing gradient gel electrophoresis) [7]. Łączy ona ampli-
fi kację metodą łańcuchowej reakcji polimerazy z użyciem 
ogólnych i/lub specyfi cznych dla grupy bakteryjnej starte-
rów z elektroforezą w gradiencie czynnika denaturującego. 
Na matrycy całkowitego DNA bakteryjnego, izolowanego 
ze środowiska, amplifi kuje się fragment DNA o określonej 
starterami długości. Uzyskuje się w ten sposób mieszaninę 
fragmentów o tej samej długości, ale różniącą się sekwen-
cją nukleotydów, ponieważ w próbce znajduje się znaczna 
liczba odmiennych genotypów bakteryjnych. Każdy z tych 
genotypów ma inną, zależną od liczby wiązań wodorowych, 
temperaturę topnienia DNA. Dodatkowo w procesie ampli-
fi kacji dołączany jest do amplikonów tzw. ogon GC, frag-
ment około 30÷40 par zasad GC o wysokiej temperaturze 
topnienia, zapobiegający w trakcie rozdziału elektrofore-
tycznego całkowitemu rozdzieleniu nici materiału gene-
tycznego. Rozdział mieszaniny produktów PCR następuje 
w elektroforezie poliakryloamidowej, z utworzonym pod-
czas wylewania żelu gradientem stężenia substancji dena-
turującej DNA – mocznikiem. W efekcie uzyskuje się wzór 
prążków DNA w próbce (fi ngerprint), różniący się tempera-
turą topnienia i obrazujący złożoność genotypową próbki. 
Wzory prążków można porównywać między sobą, a po-
jedyncze, dobrze oddzielone prążki DNA można wycinać 
z żelu i poddawać identyfi kacji przez sekwencjonowanie.

Tabela 1. Charakterystyka ścieków koksowniczych [2]
Table 1. Coke wastewater characteristics [2]

Wskaźnik, jednostka Wartość

Temperatura, ºC 36

pH 7,5÷9,1

Fenole lotne, g/m3 260÷3 000

Amoniak lotny, gNH4
+/m3 110÷900

Azot amonowy, gNH4
+/m3 980÷6 500

Rodanki, gCNS–/m3 100÷1 500

Cyjanki, gCN–/m3 10÷100

Siarczki, gH2S/m3 10÷600

Chlorki, gCl–/m3 1640

Siarczany, gSO4
2–/m3 1480

Tiosiarczany, gS2O3
2–/m3 290

Oleje i smoły, g/m3 100÷240

Utlenialność, gO2/m3 2 500÷10 000
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Celem przeprowadzonych badań było określenie bio-
różnorodności i zmienności mikroorganizmów tworzących 
błonę biologiczną w złożu tarczowym, oczyszczającym 
modelowe ścieki koksownicze, ze szczególnym uwzględ-
nieniem grupy bakterii Anammox. W badaniach nad struk-
turą biocenozy bakterii oczyszczających ścieki koksow-
nicze wykorzystano model złoża tarczowego, ponieważ 
taki układ technologiczny wykazuje znaczną skuteczność 
w oczyszczaniu ścieków, charakteryzowanych jako trud-
ne do oczyszczania biologicznego. Biofi lm, tworzący się 
na powierzchniach kontaktujących się ze ściekami, skła-
da się ze znacznej liczby bakterii należących do różnych 
grup fi zjologicznych, pracujących zarówno w warunkach 
tlenowych, jak i beztlenowych [8]. Taka współpraca jest 
możliwa dzięki wytworzeniu się warunków anoksycznych 
i beztlenowych w poszczególnych warstwach biofi lmu na 
tarczach złoża. Biofi lm bakteryjny, wytworzony w cza-
sie pracy złoża na jego tarczach, jest oporny na działal-
nie szkodliwych substancji zawartych w ściekach. Praw-
dopodobnie wynika to z faktu swoistego współdziałania 
różnych grup mikroorganizmów tworzących błonę biolo-
giczną, które mają zdolność wytwarzania różnego rodzaju 
substancji zewnątrzkomórkowych (EPS – extracellular po-
lymeric substances) chroniących całe konsorcjum. Dlatego 
też złoże biologiczne jest ciekawym obiektem nie tylko 
badań technologicznych, ale również ekologicznych mi-
kroorganizmów.

Materiały i metody

Charakterystyka układu technologicznego
i próbek do badań

Badania prowadzono przez 8 miesięcy na laboratoryj-
nym modelu złoża tarczowego składającego się z trzech 
komór połączonych szeregowo. Pierwsza komora złoża 
zasilana była w sposób ciągły ściekami modelowymi za 
pomocą pompy perystaltycznej, a następnie ścieki przepły-
wały grawitacyjnie przez kolejne komory. W celu utrzyma-
nia stałej temperatury oraz w celu ograniczenia dopływu 
światła, aby zapobiec rozwojowi glonów i niekorzystnemu 
wpływowi promieniowania UV na bakterie Anammox, 
złoże zostało przykryte styropianową pokrywą. Parametry 
złoża biologicznego przedstawiono w tabeli 2, natomiast 
skład ścieków modelowych zawierających fenol (z zacho-
waniem proporcji składników ścieków koksowniczych) 
podano w tabeli 3.

Skuteczność pracy układu modelowego kontrolowa-
no wykonując oznaczenia chemicznego zapotrzebowania 
na tlen (ChZT) (standardową metodą dwuchromianową), 
fenoli (za pomocą testów kuwetowych Merck nr 114551), 
azotu amonowego (metodą bezpośredniej nessleryzacji), 
azotanów(III) (metodą kolorymetryczną z kwasem sulfa-
nilowym i α-naftyloaminą) i azotanów(V) (metodą z dime-
tylofenolem), a także mierząc wartość strumienia objętości 
dopływających ścieków, temperatury i pH (pH-metr WTW 
pH 340i) oraz zawartość tlenu rozpuszczonego (tlenomierz 
WTW Oxi 340i). Próbki do badania PCR-DGGE pobierano 
w objętości 20 cm3, a izolację DNA prowadzono na mate-
riale całkowicie wymieszanym, pochodzącym ze wszyst-
kich komór złoża, dzięki czemu zapewniono dobrą izolację 
DNA wszystkich grup fi zjologicznych obecnych z błonie 
biologicznej. Materiał biologiczny zamrożono w tempera-
turze –45 °C w sterylnych probówkach do późniejszej izo-
lacji DNA.

Izolacja DNA bakteryjnego i amplifi kacja metodą PCR

Izolację całkowitego DNA bakteryjnego prowadzono 
metodą mechaniczną z użyciem szklanych kulek o różnej 
średnicy. Materiał biologiczny intensywnie wytrząsano 
w celu zapewnienia jego homogeniczności, a następnie 
pobierano próbkę o masie 0,2 g i płukano trzykrotnie bu-
forem 1 × PBS (phosphate buffer saline, pH = 7,4) w celu 
usunięcia inhibitorów reakcji PCR i innych potencjalnych 
zanieczyszczeń. Próbki wirowano (1 min, 13 tys. obr./min) 
i zawieszano w buforze ekstrakcyjnym (100 mM Tris-HCl, 
100 mM EDTA, 1,5 M NaCl, pH = 8,0), dodając jednocze-
śnie po 150 mg szklanych kulek o średnicach 1,25÷1,55 mm 
i 0,4÷0,6 mm (Roth, Germany). Materiał zawieszano 
w roztworze przez silne mieszanie, a następnie wytrząsano 
w pozycji horyzontalnej (20 min, 1400 obr./min) w termo-
mikserze (Eppendorf) w celu zwiększenia powierzchni wy-
trząsania. Następnie dodawano 200 μl 10% SDS i inkubo-
wano w temperaturze 65 °C przez 30 min z wytrząsaniem. 
Próbki wirowano dwukrotnie (10 min, 13 tys. obr./min),
a ciecz nadosadową przenoszono w objętości 500 μl na 
kolumny krzemionkowe (A & A Biotechnology). Kolum-
nę wirowano (1 min, 13 tys. obr./min), a następnie DNA 
zasocjowane na złożu przemywano dwukrotnie roztwo-
rem SEWS, zawierającym 70% etanol (MP Biomedicals). 
DNA wymywano z kolumny sterylną wodą zdejonizowaną 
i przechowywano w stanie zamrożonym (–20 °C).

Amplifi kację metodą PCR prowadzono na genie ko-
dującym 16S rRNA, uznawanym za uniwersalny marker 
bakteryjny do badań nad mikroorganizmami, z użyciem 
starterów 968f-GC i 1401r [9] (analiza wszystkich bakterii 
w biofi lmie) oraz Pla46f-GC i 518r (analiza bakterii Anam-
mox) [10]. Sekwencje starterów przedstawiono w tabeli 4. 
Mieszanina reakcyjna o objętości 30 μl zawierała końco-
we stężenie następujących odczynników: 1,5 U polimerazy 

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

Parametr, jednostka Wartość

Liczba komór 3

Liczba tarcz w komorze 4

Całkowita liczba tarcz 12

Średnica tarczy, m 0,225

Całkowita powierzchnia dostępna
dla mikroorganizmów, m2 2,61

Zanurzenie tarcz, % 41

Objętość czynna złoża, m3 0,014

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

Składnik Zawartość, g/m3

NH4Cl 3 500

KH2PO4 83

CH3COONa 1 300

C6H5OH 150

NaHCO3 7 000
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(TAQ GoFlexi fi rmy Promega dla starterów 968f-GC/1401r 
oraz EconoTAQ fi rmy Lucigen dla starterów Pla46f-
-GC/518r), 1 × stężony bufor do polimerazy, 2 mM chlor-
ku magnezu, 5 pmoli/μl każdego startera oraz 20 pmol/μl
równomolowej mieszaniny nukleotydów. Matrycą DNA 
było całkowite DNA bakteryjne w ilości 0,2 μg/μl. Reakcję 
PCR przeprowadzono w termocyklerze C-1000 (BioRad). 
Schematy reakcji PCR przedstawiono w tabeli 5. Ewalu-
acji jakości produktu dokonano metodą elektroforezy aga-
rozowej w żelu 0,8% (m/v, Promega) z bromkiem etydyny 
(10 mg/cm3, Promega) w obecności markera masy mole-
kularnej 1 kb Ladder (Promega). Rozdział prowadzono 
w buforze 1 × TBE (Tris, kwas borowy, EDTA, pH = 8,0) 
przez 30 min pod napięciem 70 V. Produkt wizualizowano 
w świetle UV.

Rozdział produktów PCR w gradiencie denaturacji

Rozdzielenie mieszaniny produktów reakcji PCR dłu-
gości około 500 par zasad, będących fragmentami genu ko-
dującego 16S rRNA wszystkich bakterii (startery 968f-GC 
i 1401r) oraz bakterii grupy Anammox (Pla-46f-GC i 518r) 
metodą elektroforezy w gradiencie denaturacji przeprowa-
dzono w żelu poliakryloamidowym o stężeniu 8% (v/v), 
uformowanym w taki sposób, że zawierał gradient czynni-
ka denaturującego (mocznik, Fluka) w zakresie 30÷60%. 
Reakcję prowadzono w systemie Dcode Mutation Detec-
tion System (BioRad), wypełnionym buforem 1 × TAE 
(Tris, kwas octowy, EDTA, pH = 8,0) przez 12 h w tempe-
raturze 60 °C pod napięciem 55 V. Żel po rozdziale barwio-
no z użyciem wodnego roztworu barwnika SYBR Gold 
(1:10 000, Invitrogen) przez 30 min, a następnie wypłuki-
wano nadmiar barwnika wodą destylowaną przez 30 min. 
Wizualizację, archiwizację i analizę densytometryczną żelu 
przeprowadzono wykorzystując program Quantity One 1D 
Software (BioRad). W oparciu o dane densytometryczne 
obliczono wskaźnik bioróżnorodności Shannona [11].

Wyniki badań

Ponieważ proces Anammox jest bardzo wrażliwy na 
spadki temperatury, złoże tarczowe pracowało w tempera-
turze 20,8 ±2,3 °C, co jest temperaturą znacznie niższą niż 
optymalna (37 °C). Pomimo, że ścieki koksownicze mają 
z reguły podwyższoną temperaturę, to jednak w okresie 
zimowym charakteryzują się one spadkiem temperatury 
nawet o 15 °C. W efekcie temperatura ścieków dopływa-
jących do reaktora biologicznego może osiągać wartości 
nawet poniżej 25 °C [12]. Dodatkowo, ze względu na inten-
sywne parowanie, złoże tarczowe narażone jest na znaczne 
wychłodzenie. W ostatnim czasie kilku autorów pokazało 
możliwości prowadzenia procesu Anammox w tempe-
raturach znacznie niższych od optimum [13–15]. Jednak 
w badaniach tych nie wykazano obecności dodatkowych 
czynników toksycznych, które mogłyby hamować ten pro-
ces. Z tego względu zdecydowano się prowadzić badania 
w tzw. temperaturze pokojowej. Wartość pH w dopływie 
była stosunkowo stała i wynosiła 8,3 ±0,3. W tabeli 6 ze-
brano wyniki analiz i pomiarów prowadzonych w odstę-
pach tygodniowych, natomiast na rysunku 1 przedstawiono 
skuteczność usuwania azotu amonowego i fenolu w trakcie 
trwania całego eksperymentu.

Materiał bakteriologiczny pobierano z tarcz złoża, izo-
lowano całkowite bakteryjne DNA, które następnie am-
plifi kowano z użyciem starterów dla wszystkich znanych 
bakterii oraz bakterii prowadzących proces Anammox. 
Rozdział tych fragmentów prowadzono metodą DGGE, 
a wybarwiony fl uorescencyjnie żel obserwowano w świe-
tle UV i archiwizowano zdjęcia. Monitoring zmienności 
wszystkich bakterii w złożu tarczowym w trakcie trwa-
nia eksperymentu, prowadzony metodą DGGE przed-
stawiono na rysunku 2, natomiast obraz produktów PCR 
uzyskanych z użyciem starterów Pla-46f-GC i 518r oraz 
wzór prążków po ich rozdziale w DGGE pokazano na ry-
sunku 3. Na rysunku 4 zaprezentowano zmiany indeksu 
bioróżnorodności Shannona obliczone w oparciu o obraz 
DGGE z rysunku 2.

Tabela 4. Sekwencje starterów 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’

Tabela 5. Schemat reakcji PCR dla starterów 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]

Reakcja PCR
Starter

968f-GC
i 1401 R [9]

Pla46f-GC
i 518r [10]

Predenaturacja 94 °C/5 min 94 °C/5 min

Denaturacja 94 °C/min

× 30

94 °C/min

× 30Annealing 53 °C/min 53 °C/min

Elongacja 72 °C/min 72 °C/2 min

Końcowa
elongacja 72 °C/10 min 72 °C/7 min

Tabela 6. Charakterystyka parametrów dopływu i pracy
złoża tarczowego

Table 6. Infl uent feed and operating parameter characteristics
of rotating biological contactor

Wskaźnik, jednostka Śr. Min. Maks. Odch.
stand.

Azot amonowy, gNH4
+/m3 754,3 488,4 1 130,1 186,2

Usuwanie azotu amon., % 48,6 4,4 86,6 23,6

ChZT, gO2/m3 1 205 200 2 750 689

Zmniejszenie ChZT, % 50,0 11,6 85,7 14,9

Fenol, g/m3 150,3 18,0 206,0 47,7

Usuwanie fenolu, % 95,7 69,7 99,8 6,9

Strumień objętości, dm3/d 3,1 1,87 3,65 0,4

Czas przetrzymania, d 4,2 7,4 3,8 0.6

Temperatura w reaktorze, ºC 20,8 18,4 26,3 2,3

pH w dopływie 8,3 8,0 8,79 0,3

pH w reaktorze 8,4 7,9 8,69 0,3

pH w odpływie 7,1 5,0 9,2 1,4
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Dyskusja wyników

W trakcie badań nad oczyszczaniem modelowych ście-
ków koksowniczych w złożu tarczowym uzyskano wysoki 
i bardzo stabilny stopień usunięcia azotu amonowego wy-
noszący 95,9 ±3,7% przez cały czas trwania eksperymen-
tu (rys. 1). Usuwanie azotu ogólnego wynosiło natomiast 
średnio 48,6 ±23,6%, jednak nie było stabilne w całym 
czasie badań. Przez pierwsze 250 d badań usuwanie azo-
tu było niestabilne i średnio wynosiło jedynie 44 ±21,5%. 
W tym czasie usuwanie azotu było związane w głównej 
mierze z procesem denitryfi kacji. W początkowym etapie 
pracy złoża biologicznego obserwowano nagromadze-
nie azotanów(III), których zawartość przekraczała nawet 
300 gNO3

–/m3. Takie duże ilości, utrzymujące się przez 
dłuższy czas, były także czynnikiem niesprzyjającym 
rozwojowi bakterii Anammox w złożu. W literaturze są 
bardzo duże rozbieżności dotyczące ilości azotanów(III) 
działających toksycznie w procesie Anammox, jednak 
przyjmuje się, że zawartość >70 gNO3

–/m3 utrzymująca się 
przez dłuższy czas powoduje całkowitą inhibicję procesu 
Anammox [16]. W końcowym czasie badań obserwowa-
no zmniejszenie ilości azotanów(III) i jednocześnie wzrost 
skuteczności usuwania azotu ogólnego, która w końcowym 
etapie badań wynosiła 82 ±5,9%. Jednocześnie zaobserwo-
wano, że azot był usuwany głównie w drugiej komorze zło-
ża biologicznego, podczas gdy zawartość fenolu i wartość 
ChZT były zmniejszane w pierwszej komorze. Zbyt mały 
stosunek zmniejszenia wartości ChZT do ilości usuniętego 
azotu w drugiej komorze złoża sugeruje, że za usuwanie 
azotu odpowiedzialny był w tym okresie proces Anammox. 
Usuwanie fenolu utrzymywało się na bardzo wysokim po-
ziome w trakcie całego czasu prowadzenia badań i wyno-
siło średnio 95,7 ±6,9% (rys. 1), natomiast zmniejszenie 
wartości ChZT w trakcie trwania eksperymentu wynosiło 
średnio jedynie 50,0 ±24,9%.

Warto zwrócić uwagę, że awaria pompy w układzie 
(między 45. a 59. dobą eksperymentu) spowodowała dra-
styczne zmniejszenie skuteczności procesu usuwania azotu 
w złożu tarczowym, co miało odzwierciedlenie w strukturze

biocenozy złoża (rys. 2 i 3), gdzie stwierdzono zmianę 
jakościową we wzorach prążków, a w przypadku bakterii 
Anammox zanik produktu PCR (rys. 3A).

Aby wykazać różnicę w strukturze biocenozy biofi lmu 
podjęto próbę analizy składu genotypowego z użyciem 
elektroforezy w gradiencie denaturacji (DGGE) poprze-
dzonej amplifi kacją PCR. Wynika to z faktu, że ampliko-
ny PCR pochodzą ze wszystkich genotypów bakteryjnych 
obecnych w układzie, o ile zawierają one gen markerowy. 
Najlepszy wynik monitorowania układów technologicz-
nych uzyskuje się z użyciem markera molekularnego w po-
staci genu kodującego 16S rRNA. Jest to cząstka duża, 
stabilna funkcjonalnie i występująca u wszystkich bakte-
rii, dzięki czemu z jej użyciem można monitorować skład 
i zmienność całej biocenozy bakteryjnej układu technolo-
gicznego. Dodatkowo możliwe jest wykorzystanie starte-
rów charakterystycznych jedynie dla określonej podgrupy 
bakterii, w tym przypadku Anammox, odpowiedzialnych 
za beztlenowe usuwanie azotu amonowego.

Wielkość amplikonów genu kodującego 16S rRNA 
przygotowanych do badań zależy od celu eksperymen-
tu, do którego się go używa [17]. W tym badaniu wyko-
rzystano fragmenty PCR o długości ok. 500 pz zarówno 

Rys. 1. Skuteczność usuwana fenolu i azotu amonowego
w złożu tarczowym w trakcie trwania eksperymentu

Fig. 1. Phenol and ammonia nitrogen removal effi cacy
in rotating biological contactor during experiment

Rys. 2. Monitoring zmienności wszystkich bakterii
w złożu tarczowym – obraz w świetle UV rozdziału
metodą DGGE fragmentów PCR o długości 500 pz

amplifi kowanych z użyciem starterów 968f-GC i 1401r
Fig. 2. Monitoring of total bacterial variability

in RBC – UV image of DGGE separation of 500 bp PCR
fragments amplifi ed with 968f-GC and 1401r primers

Rys. 3. Monitoring zmienności bakterii Anammox w złożu
tarczowym – obraz w świetle ultrafi oletowym (A – produkty PCR

(M – marker masy molekularnej 1 kb Ladder, Promega),
B – rozdział metodą DGGE fragmentów PCR o długości 500 pz

amplifi kowanych z użyciem starterów Pla-46f-GC i 518r)
Fig. 3. Monitoring of Anammox bacteria variability in RBC – UV

image:  (A) PCR products, (M) – molecular weight marker,
1 kb Ladder (Promega), (B) DGGE separation of 500 bp PCR

fragments amplifi ed with Pla-46f-GC and 518r primers
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w przypadku ogólnej liczby bakterii, jak i grupy bakterii 
Anammox. Skład jakościowy bakterii w złożu tarczowym 
był porównywalny w przypadku obu par starterów użytych 
w eksperymencie. Warto jednak wspomnieć, że amplikony 
genu kodującego 16S rRNA dla bakterii Anammox nie są 
jednakowej jakości w trakcie trwania całego eksperymentu 
(rys. 3A). Amplikony z próbek uzyskanych w 13. i 31. do-
bie oraz w czasie od 155. do 298. doby były zdecydowanie 
bardziej intensywne niż próbki w 45., 52. i 59. dobie ekspe-
rymentu. Mimo iż wyników elektroforezy agarozowej nie 
powinno się analizować ilościowo lecz jakościowo, w tym 
przypadku warto jednak zastanowić się, czy bardzo słaba 
amplifi kacja w przypadku próbek w 45., 52. i 59. dobie eks-
perymentu (pomimo porównywalnej jakości matrycowego 
DNA; dane nie zostały przedstawione w tej publikacji) nie 
wskazywałaby na zdecydowane zmniejszenie liczebności 
bakterii Anammox w układzie w tym czasie trwania ekspe-
rymentu, a następnie stopniowy wzrost liczby tych mikro-
organizmów w dalszym etapie badań. Bakterie Anammox 
mnożą się zdecydowanie wolniej niż inne mikroorganizmy, 
a czas ich podwojenia wynosi około 11 d. Wykazano jed-
nocześnie, że czas namnażania bakterii Anammox zależy 
w dużej mierze od ich przynależności systematycznej. Au-
torzy pracy [18] wykazali, że pomimo ustalenia czasu po-
dwojenia tych bakterii w układzie membranowym na pozio-
mie równym 11 d i 8 d, przy wieku osadu odpowiednio 16 d, 
a następnie 12 d, to w przypadku bakterii z rodzaju Kue-
nenia czas ich podwojenia może wynosić zaledwie około 
3 d. Stąd przypuszczenie, że część biocenozy zawierająca 
bakterie prowadzące proces Anammox została drastycznie 
zubożona i potrzebowała znacznego czasu na odbudowę po 
zadziałaniu czynnika środowiskowego (prawdopodobnie 
tym czynnikiem była awaria pompy, skutkująca nagroma-
dzeniem azotanów(III) w układzie). Jakość produktu PCR 
przekłada się jednocześnie na jakość rozdziału w gradien-
cie czynnika denaturującego i prążki uzyskane w przypad-
ku próbek w 45., 52. i 59. dobie eksperymentu były bardzo 
słabe. Dlatego zdjęcie będące efektem elektroforezy jest 
stosunkowo słabej jakości i nie oszacowano poziomu bio-
różnorodności w tych próbkach, gdyż wyniki odstawałyby 
znacząco od reszty analiz (rys. 3B).

Analiza zmienności genotypów bakteryjnych prowa-
dzona metodą DGGE na amplikonach PCR wygenerowa-
nych z użyciem starterów 968f-GC i 1401r pozwala wnio-
skować, że bioróżnorodność zbiorowiska w trakcie trwania 
eksperymentu był stabilna (oscylowała w okolicac h warto-
ści 2), czyli była to biocenoza przeciętnie bogata genoty-
powo (rys. 4). Zmienność tego zbiorowiska bakteryjnego 
była jednak jakościowa, nowe genotypy pojawiały się od 
próbki pobranej w 52. dobie eksperymentu. Jest możliwe, 
że ten sam czynnik (awaria pompy), który prawdopodob-
nie spowodował znaczne zubożenie biocenozy Anammox, 
był również powodem zmiany jakościowej w składzie ge-
notypowym ogólnej biocenozy bakteryjnej. Zmiana ta na-
stąpiła jednak dopiero w 52. dobie eksperymentu (rys. 2), 
a w przypadku bakterii Anammox już w 45. dobie ekspe-
rymentu. Możliwe, że wynikało to z wyższej niż u innych 
bakterii tej biocenozy wrażliwości bakterii Anammox na 
czynniki środowiskowe.

Warto zwrócić uwagę na rysunku 2 na nagromadzenie 
materiału w dolnej części żelu DGGE. Pierwotnie założo-
no, że rozdział DGGE trwał zbyt krótko (10 h), stąd nagro-
madzenie nierozdzielonego materiału w dolnej części żelu. 
Zdecydowano się więc wydłużyć czas rozdziału do 12 h. Po 
trzykrotnej próbie rozdziału amplikonów PCR w dłuższym 

czasie obraz żelu uzyskany po rozdziale i barwieniu był 
powtarzalny. Również zmiana polimerazy z Go Flexi TAQ 
(Promega) na EconoTAQ (Lucigen) nie dała poprawy ob-
razu, mimo że polimeraza EconoTAQ lepiej poradziła so-
bie z amplifi kacją fragmentów genu kodującego 16S rRNA 
w przypadku bakterii Anammox. Na podstawie takiego 
wyniku założono, że polimeraza typu TAQ w obu przy-
padkach amplifi kowała genotypy z większą zawartością 
par GC (dolna część żelu, o większej zawartości mocznika) 
w zwielokrotnionej formie lub jako niespecyfi czny produkt 
PCR i nie było możliwe jego rozdzielenie w gradiencie 
denaturacji w takim zakresie. Dalszy etap badań zakłada 
wykorzystanie innych typów polimeraz (np. typu proofre-
ading) oraz zmianę gradientu stężenia mocznika w celu 
sprawdzenia założonych hipotez.

W przeciwieństwie do ogólnej liczby bakterii wśród 
genotypów bakterii prowadzących proces Anammox prze-
ważały genotypy uboższe w pary GC (górna część żelu, 
o mniejszej zawartości mocznika). Jednak ze względu na 
słabszą jakość produktów uzyskanych w tej amplifi kacji 
nie można było oszacować poziomu bioróżnorodności. 
W oparciu o wcześniejsze stwierdzenie dotyczące ilościo-
wego szacowania produktu amplifi kacji PCR (rys. 3A) 
można założyć, że bioróżnorodność tych bakterii prawdo-
podobnie zwiększała się w czasie trwania eksperymentu.

Wnioski

♦ Biologiczne złoże tarczowe stanowi dobry układ 
technologiczny do oczyszczania ścieków zawierających 
substancje szkodliwe (np. fenol), do których należą ścieki 
koksownicze.

♦ Gen kodujący 16S rRNA sprawdza się jako marker 
w analizach zmienności biofi lmu złoża tarczowego, zarów-
no do szacowania zmian w ogólnym składzie bakteryjnym, 
jak i składzie bakterii Anammox.

♦ W oparciu o wyniki rozdziału amplikonów PCR me-
todą elektroforezy agarozowej można założyć, że bakterie 
Anammox zostały usunięte z systemu i pojawiły się znów 
w rosnącej w czasie liczbie od 59. doby eksperymentu. 
Taka luka w ich obecności w układzie może świadczyć 
o wpływie czynnika środowiskowego, jakim była awaria 
pompy prowadząca do nagromadzenia azotanów(III) spo-
walniających proces i wspiera wcześniejsze dane bibliogra-
fi czne dotyczące długiego czasu podwojenia komórek tych 
bakterii. We wzorze ogólnej bioróżnorodności również 
obserwowano w tym czasie zmianę jakościową biocenozy.

Rys. 4. Wskaźnik różnorodności Shannona wszystkich bakterii
w złożu tarczowym oszacowany w oparciu o rozdział metodą
DGGE fragmentów PCR o długości 500 pz amplifi kowanych

z użyciem starterów 968f-GC i 1401r
Fig. 4. Shannon diversity index for all bacteria in RBC estimated

on the basis of DGGE separation of 500 bp PCR fragments
amplifi ed with 968f-GC and 1401r primers
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♦ Poziom bioróżnorodności w złożu tarczowym w trak-
cie eksperymentu był względnie stały, biocenoza należała 
do średnio bogatych genotypowo. Jednakże pomimo stabil-
nego poziomu bioróżnorodności zachodziły w niej zmiany 
jakościowe.

♦ Można przypuszczać, że polimerazy typu TAQ ampli-
fi kują cześć materiału ze złoża tarczowego w sposób nie-
specyfi czny, nieulegający rozdziałowi w gradiencie czyn-
nika denaturującego. Konieczne może być wykorzystanie 
innego typu polimerazy (np. proofreading) i/lub zmiana 
stężenia denaturanta w żelu DGGE.

Badania wykonano w ramach grantu Ministerstwa Na-
uki i Szkolnictwa Wyższego nr NN 523 5621 38 na sprzęcie 
zakupionym w ramach projektu Śląska BIO-FARMA. Cen-
trum Biotechnologii, Bioinżynierii i Bioinformatyki, EFRR 
PO IG, 2007–2013.
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