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Tento prispévek se zabyva studiem mikrobidlni populace v bioplynu pomoci metody zaloZené na molekularni biolo-
gii, kterd dokadze identifikovat vétsi mnozstvi mikroorganismiut nez metoda klasické kultivace. V bioplynu z cistirny od-
padnich vod bylo nalezeno témér 8 mil. bakterii v m°. Z identifikovanych bakterii byly zastoupeny hlavné kmeny Firmicu-
tes a Proteobacteria, avsak nejvétsi édast mikroorganismii V bioplynu patii mezi dosud nezndmé nekultivované bakterialni
druhy. Studium bakteridlni biodiverzity v bioplynu hraje klicovou roli zejména pii koneéném vyuZiti bioplynu, protoze
nékteré druhy mohou zpiisobovat korozi zarizeni ¢i potrubi a jiné mohou byt dokonce patogenni a vyuzivat bioplyn ke
svému Sirent.

Doslo 26. 1. 2011, ptijato 30. 3. 2011

1. Uvod

Bioplynové stanice slouZi ke komeréni vyrobé ob-
novitelné energie ve formé bioplynu, ktery lze pouzit
pro kombinovanou vyrobu tepla a elektfiny v kogene-
racnich jednotkach ¢i k upravé na nadhradni zemni plyn,
tzv. biomethan. Bioplyn vznika fermentaci organického
materidlu za pfitomnosti anaerobnich mikroorganismu,
které ovliviiuji jeho slozeni. Cast mikroorganismi z
fermentovaného kalu je strhavana vznikajicim bioply-
nem, usazuje se v podobé tenkého filmu na potrubi a
muze se dostat az do mista konecného vyuziti bioplynu.

Zdrojem mikroorganismu je i substrat pouZzivany
klasickymi zemédé€lskymi bioplynovymi stanicemi ¢i
gistirnami odpadnich vod (COV), ktery mize obsahovat
také nezadouci mikroorganismy, napf. oportunni pato-
geny. Tyto vyrobny bioplynu nemusi byt vybaveny
hygienizaénim ¢&i pasterizaénim zafizenim na Upravu
substratu. S velkym rozvojem bioplynovych stanic tedy
vyvstava otazka potencidlniho rizika $ifeni mikroorga-
nismu bioplynem. Tento pfispévek se zabyva monitoro-
vanim mikrobialni populace v bioplynu.

Pocet a druh mikroorganisma piitomnych ve fer-
mentoru zavisi nejen na druhu zpracovavaného materia-
lu, ale také na pouzitém fermentacnim rezimu. Celkovy
pocet mikroorganismii ve fermentovaném substratu je
priblizng 1*10™.g™, zatimco v bioplynu se po&ty pohy-
buji v rozmezi 2*10* — 2*10".m> (piiblizné stejné
mnozstvi jako ve vzduchu).[1,2] Z t&chto dat vyplyva,
ze priblizné jedna bakterie ze 100 milionti bakterii pre-
jde z fermentovaného substratu do bioplynu. Mikroor-
ganismy nalezené v bioplynu nejsou jen nafedénou
kopii diverzity mikroorganismi z fermentoru, ale vyka-
zuji znacné odliSnosti, které jsou zplsobeny rozdilnou
schopnosti aerosolizace. Mikroorganizmy podle zpiiso-
bu aerosolizace 1ze rozdélit do tii skupin. Prvni skupinu
predstavuji mikroorganismy, které pasivné a nahodné
prechazeji do bioplynu. Mezi pasivni bakterie patii
Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes a Synergistes,

jejichz mnozstvi ve sledovaném prostredi (bioplynu)
zavisi na typu bioplynu, napt. ve skladkovém se témét
nevyskytuji a naopak v hojném pocétu jsou zastoupeny v
bioplynu z COV, coZ je piedeviim zplisobeno opétov-
nym pouzitim odpadni vody, ve které jsou zachyceny.
Druhou skupinu tvofi mikroorganismy, které se chtéji
vyvarovat pfestupu do bioplynu, které je pro né€ nepia-
telskym prosttedim. Jedna se napt. o Deltaproteobacte-
ria, Spirochaetes, Thermotogae nebo sulfat-redukujici a
methanogenni bakterie. Tteti skupina pfedstavuje mik-
roorganismy, které pfednostné piechazeji do bioplynu.
Tento pfechod pouzivaji ke svému $ifeni a v bioplynu se
tedy vyskytuji ve vyznamné vys$§ich koncentracich nez
ve fermentoru. Jedna se zejména o Alpha, Beta a Gam-
maproteobacteria.[3]

2. Metody stanoveni

Klasicka mikrobiologie, zaloZena na kultivaci mik-
roorganismi v laboratofi, neni schopna zajistit stejné
podminky jako ve fermentoru ¢&i v potrubi a dokaze
izolovat jen asi 20 % mikroorganismu pfitomnych ve
fermentoru. Pro zbyvajicich 80 % nebyly dosud naleze-
ny vhodné kultivaéni substraty nebo izola¢ni postupy.
Informace o téchto mikroorganismech mohou poskyt-
nout metody molekularni genetiky zalozené na analyze
nukleovych kyselin, které umoziuji lepsi porozuméni
sloZeni a riznorodosti mikrobialni populace v bioplynu
nez metoda kultivace. Mezi metody molekularni geneti-
ky patfi napt. polymerazova fetézova reakce (PCR, z
anglického Polymerase Chain Reaction), kvantitativni
RT-PCR (Real-time PCR), DGGE (denatura¢ni gradien-
tova gelova elektroforéza), klonovani a sekvenéni ana-
lyza.

2.1. PCR + DGGE

PCR je technika, kterd umoziiuje rychle a snadno
namnozit dany kus DNA, in vitro, replikaci nukleovych
kyselin. Hlavni vyhodou PCR je jeji vysoka citlivost.
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Pro namnozeni urcité sekvence staci velmi malé mnoz-
stvi DNA. Tato metoda se sklada ze tii zakladnich kro-
kia: denaturace, hybridizace a elongace. V prvnim kroku
je cela smés kratce zahtata na teplotu 94 — 96 °C, pii
které dochazi k poruseni vodikovych mustkt a k oddé-
leni fetézci DNA. V druhém kroku je smés ochlazena
na 50 — 65 °C, jenz umoziuje kratkym oligonukleoti-
dim DNA (tzv. primertim) se navazat na cilovou DNA
vodikovymi mistky podle pravidel komplementarity.
Funkci primeri je ohraniovat zadatek a konec tseku
DNA, ktery ma byt amplifikovan. Ve tetim kroku (pfi
teploté 72 °C) dochazi k samotné syntéze nové DNA
k pivodni molekule DNA. Vysledkem je dvojnasobné
mnozstvi DNA. Tyto tfi, po sobé& jdouci kroky, se cyk-
licky opakuji a pro dostate¢né namnozeni pozadovaného
fragmentu obvykle postacuje 30 cykli.[4]

Separace takto namnoZenych fragmentt DNA
(16S rDNA) probiha pomoci gelové elektroforézy
(DGGE, z anglického denaturing gradient gel electro-
phoresis), ktera je zalozena na klesajici pohyblivosti
fragmenti v polyakrylamidovém gelu vlivem rostouci
denaturaéni sily (denaturace = rozpad dvouvlakna DNA
na jednovlakna). Pohyblivost zavisi na poctu vodiko-
vych mustkt, tedy na typu, rozmisténi a poméru bazi,
nikoliv na délce (useky namnozeni DNA jsou stejné
dlouhé). V praxi to znamena, ze DNA putuje v elektric-
kém poli az do okamziku, kdy se oba fetézce DNA
za¢nou od sebe odd&lovat. Retézce v mistech bohatych
na AT pary se snaze oddéluji, zatimco tseky bohaté na
CG jsou stabilngjsi a dojdou dale. Pocet pruhli vznik-
Iych na gelu znaci pocet dominantnich druhti mikroor-
ganismtl ve vzorku.[5] Pro podrobnéjsi identifikaci jsou
vybrané pruhy s vyssi intenzitou z gelu vytiznuty, pie-
¢istény, opét namnozeny pomoci PCR s fluorescenéné
znadenymi nukleotidy a osekvenovany. Ziskané sekven-
ce bazi jsou porovnany s databazi GenBank pomoci
BLASTN algoritmu a na zakladé¢ podobnosti sekvenci
piifazeny ke konkrétnimu ¢i nejpodobnéj$imu mikrobi-
alnimu druhu.[6,7]

2.2. Real-time PCR

Real-time PCR umoziiuje na rozdil od klasické me-
tody kvantitativni stanoveni jednotlivych druhti mikro-
organismi ve vzorku. Princip zlstava stejny, ale reakéni
smés navic obsahuje fluorescenéni barvu (nejcastéji
SYBR Green), ktera se vaze na vznikajici dvouvlakno
DNA. Ptitom se uvoliuje fluorescence, kterd je zazna-
menavana pfistrojem. Rychlost vzniku fluorescence
odpovida mnozstvi vzniklého produktu a je piimo
umérna puvodnimu mnozstvi DNA templatu. Kvantifi-
kace je provedena bud’ porovnanim s jinou (kontrolni)
skupinou nebo z kalibra¢ni kiivky standartu.[4]

2.3. Odbér vzorki a jejich analyza

Odbér vzorki

Pro odbér vzorkl bioplynu byla vybrana cistirna
odpadnich vod, ktera pracuje v termofilnim rezimu. K
zachyceni mikroorganismi Vv bioplynu byla pouzita
filtrace skrz nylonovy membranovy filtr s velikosti port

0,22 um od firmy Millipore. Filtry byly lokalizovany na
dvou mistech, jednak pfimo za fermentorem a pak za
adsorp¢ni jednotkou, ktera slouzi k odstranovani siloxa-
nd z bioplynu. Mimo plynnych vzorki byl také odebran
vzorek kalu, ze kterého je bioplyn vyrabén. Vsechny
vzorky byly zmraZzeny pomoci suchého ledu, aby nedo-
chézelo k rozkladu mikroorganismi. Poté byly mikro-
organismy stanovovany a kvantifikovany na Ustavu
zivodisné fyziologie a genetiky Akademie véd Ceské
republiky, v.v.i.

I1zolace DNA

Filtr se zachycenymi bakteriemi byl zvazen a pfiblizné 1/5 byla
pouzita k izolaci bakterialni DNA kitem PowerSoil DNA Isolation Kit
(MoBio, USA) postupem danym vyrobcem. Pii izolaci DNA
z fermentovaného kalu bylo pouzito 0,2 g pevné hmoty. Naizolovana
DNA byla uchovana pfi -20 °C.

PCR - DGGE

Amplifikace tiseku 16S rRNA bakteridlni DNA byla provedena
pomoci univerzalnich primerd 338GC a RP534 (tabulka 1). PCR
program se skladal z 3 minut denaturace pii 94 °C, 35 cykli amplifi-
kace (1 min. 94 °C, 30 s. 55 °C a 1 min. 72 °C) a finalni elongace 10
minut pfi 72 °C. [12] PCR smés obsahovala 1 nL DNA templatu, 1
pL kazdého primeru (10 uM), 15 pL ReadyMix Taq PCR reakéni
smési (Sigma-Aldrich, Germany) a 12 pL sterilni H,O. Ziskana smés
byla pouzita na DGGE analyzu.

Produkty z PCR reakce byly analyzovany na pfistroji ,,DCo-
deTM Universal Mutation Detection System” (Biorad, USA) na 9%
akrylamidovém gelu s denaturaénim gradientem 35 — 60 %. Elektrofo-
réza bézela v 7 L 1x TAE pufru 18 hodin pfi 55 V a 60 °C.[13] Gel
byl poté 30 minut barven v 50 mL 1x TAE pufru s pfidavkem interka-
la¢ni barvy SYBR Green I (0,001 %) za pomalého michani a vyfocen
v UV svétle na fotodokumentaénim zafizeni firmy Vilber Lourmat
(Francie).

Identifikace DNA fragmenti sekvenovanim

Vybrané bandy byly vyfiznuty z gelu sterilnim skalpelem. DNA
byla nasledné eluovana do 100 pL sterilni vody vortexovanim a
centrifugaci 10 minut pfi 9 000 g. 2 pL supernatantu byly pouzity pro
reamplifikaci DNA s primery FP341 a RP534 za podminek jako PCR-
DGGE.[12] PCR produkty byly poté precistény kitem ,,QIAquick
PCR purification kit (Qiagen, Némecko) a osekvenovany pomoci
kitu ,,ABI PRISM® BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit*
(Applied Biosystems, USA) na PCR termocykleru T-personel Combi
(Biometra, Némecko). Osekvenované produkty byly pfecistény kitem
,.BigDye purification kit (Applied Biosystems, USA) a analyzovany
na piistroji 3100 Avant Genetic Analyser (Applied Biosystems, USA).
Ziskané sekvence byly po manualni kontrole porovnany s databazi
GenBank pomoci BLASTn algoritmu.[14]

Real-time PCR

Ptistroj MX3005P QPCR System (Stratagene, U.S.A.) byl pou-
zit pro kvantifikace bakterialni DNA za tcasti primert specifickych
pro nasledujici vybrané skupiny bakterii: eubaktérie [15], skupina
Clostridium leptum [16, 17], skupina Lactobacillus [18], enterobakté-
rie, rod Desulfovibrio a druh Faecalibacterium prausnitzii [19]. Pro
kazdou amplifikaéni reakci bylo pouzito 10 pL qPCR 2x SYBR
Master Mix (Top-Bio, CR), 1 pL forward primeru (10 pM), 1 pL
reverzniho primeru (10 puM), 0,3 pL referenéni barvy ROX (Stratage-
ne, USA), 1 pl templatu DNA a 6,7 pL dH20. Teplotni podminky
PCR reakeci a primery byly dodrzeny dle autort (tabulka 1).
Ovéfeni specificity qPCR zkoumanych skupin (kromé eubakterii) bylo
provedeno analyzou kiivek tani PCR produktd. Sériové nafedéna
DNA izolovana ze znamého poctu bunék byla pouzita jako standard
pro konstrukci kalibraéni kiivky. Byly pouZity nasledujici druhy:
Clostridium leptum (méfeni eubakterii a skupiny Clostridium leptum),
Lactobacillus breve (skupina Lactobacillus), Escherichia coli (entero-
baktérie), Desulfovibrio sp. (skupina Desulfovibrio) a Faecalibacteri-
um prausnitzii (skupina Faecalibacterium). Ziskané vysledky byly
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vyjadiené jako poéty bakterialnich bunék v gramu hmoty nebo v metru krychlovém plynu.

Tabulka 1 Pouzité primery

Primer Specifita Sekvence (5 - 3)
338GC Eubaktérie CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCGCCGCCGCACTCCTACGGGAGGCAGCAG
RP534 Eubaktérie ATTACCGCGGCTGCTGG
FP341 Eubaktérie CCTACGGGAGGCAGCAG
Uni331F Eubaktérie TCCTACGGGAGGCAGCAGT
Uni797R Eubaktérie GGACTACCAGGGTATCTATCCTGTT
C.leptumF1123 féﬁ‘iﬁr'ﬁa Clostridium 176 ACAAAACGGAGGAAGG
C.leptumR1367 fez‘:ma Clostridium - A cGGGCGGTGTGTACAA
LabF362 Lactobacillus sp. AGCAGTAGGGAATCTTCCA
LabR677 Lactobacillus sp. CACCGCTACACATGGAG
Ecol457F Enterobaktérie CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC
Eco1652R Enterobaktérie CTCTACGAGACTCAAGCTTGC
Dsv691F Desulfovibrio sp. CCGTAGATATCTGGAGGAACATCAG
Dsv826R Desulfovibrio sp. ACATCTAGCATCCATCGTTTACAGC
Fprau223F Faecalibacterium GATGGCCTCGCGTCCGATTAG
prausnitzii
Faecalibacterium
Fprau420R orausnitzi CCGAAGACCTTCTTCCTCC

3. Vysledky a diskuse
3.1. PCRaDGGE

Ziskany DGGE profil ze separace namnoZenych FETFE ‘
DNA vzorkd bioplynu ukazuje jednotlivé bakterialni
druhy pfitomné v bioplynu a ve fermentoru (obr. 1). 1
Pruhy (= DNA fragmenty) oznacené v gelu &isly, byly z
gelu vyfiznuty a nasekvenovany. VSechny ziskané sek-
vence byly porovnany se znamymi sekvencemi v Gen-
Bank databazi a vykazovaly minimaln€ 93% shodnost.
Z DGGE je také patrné, ze kal obsahuje odlisné
druhy a mnozstvi mikroorganismt oproti bioplynu, coz

N
]
i"*

je vsouladu s teorii, Ze mikroorganismy se vyznaluji -3 i B
odlisnym chovanim a rozdilnou schopnosti ptechazet do . ¥
bioplynu. Jednotlivé druhy jsou detailnéji popsany v
tab. 2. Nejcéetnéji byl zastoupen kmen Proteobacteria,
ktery obsahuje nezadouci a potencialné nebezpecné
mikroorganismy, napt. Escherichia coli, Pseudomonas
sp. ¢i Sphingomonas sp.

:

e 4w

24

12 3 45 6

Obrazek 1 DGGE profil bakterii bioplynu a fer-

mentovaného kalu z COV. Cervené ozna¢ené fragmenty
DNA byly podrobeny sekvenc¢ni analyze.

1,2: bioplyn za fermentorem
3,4: bioplyn za adsorpéni jednotkou
5,6: fermentovany kal
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Tabulka 2 Popis jednotlivych druht mikroorganismt z DGGE [9,10,11]

Fragmenty Nazev Shoda [%] Klasifikace Specifikace
Proteobacteria;
. Gammaproteobacteria; ze stfevni mikroflory, mtize
18,22 E. coli 100 Enterobacteriales; produkovat toxiny
Enterobacteriaceae;
Proteobacteria; Gammaproteo- redukuii dusiénany na dusi-
19 Pseudomonas sp. 95 bacteria; Pseudomonadales; ! o
Pseudomonadaceae tany, oportunni patogen
Leucobacter sp. Actinobacteria; Actinobacteri-
20 Mvcetocela 93 dae; Actinomycetales; Micro- -
y coccineae; Microbacteriaceae
21 P;ﬂgg&;ﬁ/?&io 99 Fi_rrr_licutes; Clostrid_ia; ze stievni mikroflory, $tépi
ruminis Clostridiales; Lachnospiraceae celulézu

Uncultured Bacte-
23 roidetes bakterium 9

24 Uncultured peta 99
proteobacterium

- Sphingomonas sp. 99

Proteobacteria;
Betaproteobacteria
Proteobacteria; Alphaproteo-
bacteria; Sphingomonadales;
Sphingomonadaceae

produkuje smés kyselin (kys.
propionova, mlécna, octova),
muze zpusobovat infekce
typicky pro odpadni vody
(COoV)
$tépi polysacharidy, aerobni
druh, mtze zptisobovat in-
fekce

Bacteroidetes

3.2. Real-time PCR

Pomoci metody real-time PCR bylo stanoveno cel-
kové mnozstvi mikroorganismti v kalu (1,36 miliard
bakterii.m™) i v bioplynu. V bioplynu za fermentorem
se vyskytovalo 7,63 mil. bakterii.m® a za adsorp&ni
jednotkou pouze 3,1 mil. bakterii.m™. Tento polovi¢ni
propad je pravdépodobné zptisoben ¢astenym zachyce-
nim mikroorganismi jednak v chladicim zafizeni plynu,
ktery je umistén pfed adsorpcni jednotkou, ale také
samotnym zachytem na aktivnim uhli v adsorbéru.
V bioplynu byly nalezeny podty ¢tyt taxonu bakterii a
dalsich mikroorganismu (tab. 3).

Tabulka 3 Mnozstvi a typ mikroorganismt v bioplynu

Nejcetnéji byl zastoupen rod Desulfovibrio reduku-
jici sulfaty a siru na sulfan, ktery s vodou vytvaii kyselé
prostfedi a zvySuje riziko vzniku koroze. Ke vzniku
koroze také pfispivaji mikroorganismy druhu Clostridi-
um leptum, které se podili na kyselinotvorné fazi v pro-
cesu fermentace.[5] Nejméné zastoupenymi, ale poten-
cialné nejzajimavéjsimi bakteriemi jsou zastupci Celedi
Enterobacteriaceae, které v procesu fermentace $tépi
cukry a redukuji dusi¢nany na dusitany. Enterobacteri-
aceae predstavuji rozsadhlou skupinu zahrnujici rizné
druhy patogent, jako naptiklad Salmonella.

Bioplyn za fermentorem

Bioplyn za adsorpéni jednotkou

Typlvzorek [mil. bakterii.m”] [mil. bakterii.m?]
Celkem bunék 7,630 3,100
Clostridium leptum 1,900 (24,9 %) 0,578 (18,6 %)
Desulfovibrio 3,230 (42,3 %) ND
Faecallibacterium ND 0,470 (15,2 %)
Enterobacteriaceae 0,043 (0,6 %) 0,037 (1,2 %)
Ostatni 2,457 (32,2 %) 2,015 (65 %)

4. Zavér

Pomoci metod molekularni biologie bylo zjisténo,
ze bakterie jsou schopny piechazet do bioplynu a jejich
mnozstvi je pfiblizné stejné jako mikrobidlni znecisténi
vzduchu (cca 8 mil.m?®). Podle nasich vysledkd,
Vv piipad¢ bioplynu z Cistirny odpadnich vod, ptestupuji

do bioplynu nejcastéji zastupci dvou bakteridlnich kme-
ni, a to Proteobacteriacea a Firmicutes. Nékteré druhy
mikroorganismi  vykazuji Skodlivé ucinky na lidsky
organismus a jiné napiiklad zvyS$uji riziko koroze. Mno-
hé druhy mikroorganismil, a v bioplynovych fermento-
rech je to vétSina, nejsou dosud rozeznany a popsany, a
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tudiz neni znam ani jejich vyznam ve fermentacnim
procesu a jejich vliv na okoli. S lep$im porozuménim
mikrobialni populace v bioplynu lze zamezit korozi
potrubi a zafizeni ¢i piipadnému Sifeni patogennich
mikroorganismi.
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Identification of microbial communities in biogas

This paper deals with the detection of microbial
species in biogas, their influence on corrosion and their
potential risk of spreading disease via biogas using
molecular techniques. Because the vast majority of
microbial species cannot currently be grown in the la-
boratory, molecular techniques enable a better apprecia-
tion of the compositions and variability of microbial
communities than traditional bacterial cultures. Biogas
samples for molecular methods were collected by filtra-
tion through a 0.22 pm nylon membrane filter. Two
different sites were chosen: behind an anaerobic diges-
ter, and behind an adsorption unit, which is designed for
sulphur and siloxane removal.

Using methods of molecular biology, we found that
raw biogas contains about 8 million bacteria in m®,
which is most likely the result of microbial transmission
from the anaerobic digestion process. Our results show
that Firmicutes and Proteobacteria were the most fre-
quently encountered bacterial phyla. Some bacterial
species may contribute to corrosion of pipelines and
equipment; others are opportunistic pathogens that can
cause toxic reactions. However, most of bacterial spe-
cies, more than 40% in biogas, are still unknown as well
as their influence on digestion process and human
health. Further study is needed to better understand the
behavior of microorganisms in anaerobic digestion and
the prevention of microbial-influenced corrosion and
microbial dissemination.
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